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RIASSUNTO 
Le Neoplasie Mieloproliferative croniche (MPN) Filadelfia negative (Ph-MPN) 
comprendono la Policitemia Vera (PV), la Trombocitemia Essenziale (TE) e la Mielofibrosi 
Primaria (PMF). Sono patologie clonali derivate dalla trasformazione di una cellula 
progenitrice emopoietica pluripotente. Sono tipiche dell’età medio-avanzata, mentre sono 
molto rare in età pediatrica: i casi descritti in letteratura sono spesso case reports o casistiche 
di piccoli numeri.  
Alla base di queste patologie c’è un signaling alterato, come dimostrato dalla presenza della 
mutazione JAK2V617F in circa il 70% dei pazienti adulti (95% nei PV, 50-60% nelle ET e 
nelle PMF).  
Negli adulti, oltre alla mutazione JAK2V617F sono state identificate altre rare mutazioni. In 
particolare rispettivamente l’1% e il 5% dei casi di ET e di PMF sono caratterizzati dalla 
presenza delle mutazioni W515L, W515K e W515A del recettore della trombopoietina 
(MPL). Altre mutazioni di MPL e della trombopoietina (TPO) sono state osservate in casi 
familiari di MPN. 
Per quanto riguarda i casi di pazienti con PV, negli adulti sono state identificate altre 
mutazioni a carico dell’esone 12 del gene JAK2 (3%). 
Rare forme familiari di eritrocitosi con aumento della eritroietina sierica (EPO-S) sono 
associate a mutazioni dell’oxigen sensing pathway (geni di HIF2α, PHD2, VHL); altre con 
EPO-S ridotta sono dovute a mutazioni del recettore dell’EPO (EPO-R). 
La letteratura suggerisce che le Ph-MPN nel bambino abbiano caratteristiche diverse da quelle 
nell’adulto, anche se i dati in tal senso sono esigui. Si differenziano infatti per biologia, 
frequenza, clinica e prognosi. Inoltre non esiste alcuna documentazione oggettiva che possa 
guidare nelle scelte terapeutiche più opportune, efficaci e prive di rischi. Nel tentativo di 
chiarire la natura e la patogenesi di questi disordini pediatrici, è stato costruito un registro 
europeo della ET pediatriche, la forma meno rara in questa fascia d’età, da noi coordinato. In 
questo progetto sono coinvolte le Unità di Ricerca appartenenti alla Associazione italiana di 
Emato-Oncologia Pediatrica (AIEOP) ed indirettamente anche altre strutture afferenti a tale 
associazione.  
La raccolta dei dati clinici e biologici dei bambini con Ph-MPN può permettere di correlarli 
tra loro, di comprendere eventuali differenze tra forme adulte e pediatriche, di identificare 
criteri prognostici al fine di proporre linee diagnostiche e terapeutiche specifiche per l’età 
pediatrica. 
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Il gene ERG è coinvolto nella patogenesi di molte neoplasie tra cui il carcinoma 
prostatico, il carcinoma mammario, il carcinoma tiroideo e le leucemie acute degli adulti. 
Fisiologicamente è stato dimostrato il ruolo di ERG nell’ematopoiesi, nell’angiogenesi, nella 
regolazione dell’infiammazion e nell’osteogenesi. Recentemente è stata messa in evidenza 
l’importanza del gene ERG nella regolazione delle cellule staminali emopoietiche sia 
embrionali che dell’adulto e nella maturazione megacariocitaria. In particolare 
l’overespressione di ERG sembra indurre un aumento della fosforilazione di STAT3 ed un 
aumento dei livelli intracellulari di JAK2 e STAT5a. 
Fino ad oggi in ematologia l’espressione del gene ERG è stata analizzata solo in casi di 
leucemia acuta pediatrica e dell’adulto.  
Lo scopo dello studio è valutare l’importanza dell’espressione del gene ERG nella patogenesi 
delle neoplasie mieloproliferative croniche pediatriche che, a differenza di quanto accade 
nell’adulto, non sono caratterizzate da un marcatore di clonalità specifico che permetta di 
distinguerle con assolta certezza da forme secondarie di trombocitosi e eritrocitosi, peraltro 
estremamente frequenti nel bambino. 
I telomeri sono sequenze nucleotidiche ripetute associate a specifiche proteine che 
costituiscono le estremità fisiche dei cromosomi. 
Studi differenti dimostrano che, in pazienti con tumori ematologici, la lunghezza del telomero 
di leucociti è ridotta. 
Studi recenti hanno riportato una marcata riduzione della lunghezza del telomero in pazienti 
con Neoplasie Mieloproliferative croniche Ph-negative. Questo suggerisce una possibile 
influenza della lunghezza del telomero nello sviluppo di queste patologie. Inoltre, la 
lunghezza del telomero potrebbe costituire un indicatore della percentuale di proliferazione 
neoplastica. 
Con il presente studio si intende valutare anche la lunghezza del telomero in pazienti 
pediatrici con trombocitosi ed eritrocitosi. 
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ABSTRACT 
 
Chronic Philadelphia-negative myeloproliferative neoplasms (Ph-MPN) include 
polycythemia vera (PV), essential thrombocythemia (TE) and primary myelofibrosis (PMF). 
They are clonal diseases of the stem cell, typically affecting patients in middle-advanced age; 
they are extremely rare in pediatrics: in the literature only some case reports or small cohorts 
are found. 
At the base of these diseases there is an altered signaling, as evidenced by the presence of the 
JAK2V617F mutation in approximately 70% of adult patients (95% PV, 50-60% in ET and 
PMF). 
In adults, other rare mutations were identified in addition to JAK2V617F. In particular 
respectively 1% and 5% of cases of ET and PMF are characterized by the presence of W515L, 
W515K, W515A mutations of thrombopoietin receptor (MPL). Other mutations on MPL and 
thrombopoietin (TPO) have been found in familiar Ph-MPN. 
In adults PV patients other JAK2 gene mutations were identified on exon 12 (3%). 
Rare familial forms with increased serum erythropoietin (EPO) levels are due to mutations of 
the oxygen sensing pathway (HIF2α, PHD2, VHL genes); others with decreased EPO are 
associated to EPO receptor (EPOR) gene. 
Paediatric MPN, when compared to adult MPN, seem to have different biological 
characteristics, but few data are published on this subject.  
In the absence of established criteria for diagnosis, prognosis and therapeutic approach in 
children with MPN, a European registry of paediatric ET is built, in collaboration with the 
Italian Institution for Paediatric Haematology (AIEOP). 
The collection of clinical and biological data on children with MPN might help in drawing 
correlations, in identifying differences between children and adults, in order to establish 
diagnostic and prognostic criteria and therapeutic guidelines, specific for the pediatric age. 
ERG gene is involved in the pathogenesis of many cancers including prostate cancer, 
breast cancer, thyroid cancer and acute leukemia in adults. ERG is also expressed in 
haemopoiesis, angiogenesis, regulation of inflammation and osteogenesis. Recently ERG 
highlighted a role in the regulation of hematopoietic stem cells and embryonic and adult 
megakaryocytic maturation. In particular the overexpression of ERG induces an increase in 
STAT3 phosphorylation and increased intracellular levels of JAK2 and STAT5. 
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In hematology ERG gene expression was analyzed only in cases of pediatric and adult acute 
leukemia. 
The purpose of the study is to evaluate the importance of gene ERG in the pathogenesis of 
pediatric chronic myeloproliferative neoplasms. In children chronic myeloproliferative 
neoplasms are not characterized by a specific marker of clonality. Therefore it is difficult to 
distinguish with absolute certainty from secondary forms of thrombocytosis and polyglobulia, 
which are extremely common in children. 
 Telomeres are the ends of linear chromosomes and are constituted of repeated DNA 
sequences associated with specific proteins. 
Different studies had shown that, in patients with haematological tumour, leukocytes telomere 
length is shortened. 
Some recent studies have reported a marked telomere length reduction in patient with Ph-
negative Chronic Myeloproliferative Neoplasms. This support the possible influence of 
telomere length in the development of this diseases. Moreover , telomere length might be a 
putative indicator of the rate of neoplastic proliferation. 
The aim of this study is evaluating telomere length in paediatric patients with thrombocytosis 
and erythrocytosis. 
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1 INTRODUZIONE 
 
1.1 NEOPLASIE MIELOPROLIFERATIVE  
Le neoplasie mieloproliferative (MPN) sono malattie clonali che originano dalla 
trasformazione neoplastica della cellula staminale pluripotente. Sono un gruppo eterogeneo di 
disordini ematologici caratterizzati da una incontrollata proliferazione di uno o più progenitori 
ematopoietici pluripotenti, che si traduce nell’aumento del numero di cellule mature e 
differenziate della linea mieloide. A seconda della linea cellulare coinvolta il quadro clinico è 
dominato da eritrocitosi, trombocitosi o leucocitosi. Le neoplasie mieloproliferative sono 
attualmente classificate, in accordo con il WHO 2008, come in tabella I (1). 
 
Tabella I. Classificazione WHO 2008 delle neoplasie mieloproliferative   
LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA 
LEUCEMIA NEUTROFILA CRONICA 
POLICITEMIA VERA (PV) 
MIELOFIBROSI IDIOPATICA (IMF) 
TROMBOCITEMIA ESSENZIALE (TE) 
LEUCEMIA EOSINOFILA CRONICA 
MASTOCITOSI 
NEOPLASIE MIELOPROLIFERATIVE INCLASSIFICABILI 
 
                   Modificata da Vardiman et al. Blood. 2009 (1) 
 
Le caratteristiche biologiche, i quadri clinici e la storia naturale possono essere diversi tra le 
varie forme che, peraltro, possono trasformarsi da una sindrome all’altra durante il decorso 
della malattia (2). 
La peculiare mutazione della LMC, il cromosoma Philadelphia che consiste nella 
traslocazione t(9;22) che porta alla formazione del gene BCR/ABL, codificante per una 
proteina ad attività tirosinchinasica, ha permesso di ricollocare le neoplasie mieloproliferative 
prive di tale mutazione, definendole MPN Filadelfia-negative (Ph-) (3). 
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Ricerche successive hanno mirato alla caratterizzazione di un marcatore molecolare per la 
diagnosi delle MPN Ph-. Prima del 2005, data l’assenza di markers molecolari specifici, la 
diagnosi delle MPN Ph- si basava su principi di esclusione. Solo nella primavera del 2005 è 
stata scoperta la mutazione V617F a carico del gene codificante per la proteina JAK2, 
pubblicata da cinque gruppi di studio in contemporanea che hanno identificato tale mutazione 
attraverso metodi scientifici diversi (4,5,6,7,8). Questa mutazione somatica è presente nei 
granulociti periferici di quasi la totalità dei pazienti affetti da PV (circa il 95%) e in circa il 
50% dei pazienti con TE e IMF; al contrario è assente nei soggetti sani e nei pazienti con 
eritrocitosi e trombocitosi secondarie.  
 
1.2 LA PROTEINA JAK2 (JANUS KINASE) E LA SUA MUTAZIONE V617F 
Le proteine JAK sono tirosin-chinasi non recettoriali. Tali tirosin-chinasi sono 
coinvolte nella trasduzione del segnale indotto da citochine o fattori di crescita che si legano a 
recettori privi di attività tirosin-chinasica intrinseca. Tra i 4 membri di questa famiglia, JAK2 
è particolarmente importante nel processo mieloproliferativo perché associata ai recettori per 
Eritropoietina (EPO), Trombopoietina (TPO), Fattore Stimolante i Granulociti (G-CSF), 
Interleuchine 3 e 5 (IL3 e IL5). 
JAK2 si trova associato ai recettori e viene “attivata” in seguito alla dimerizzazione del 
recettore che segue al legame del relativo ligando. Una volta attivata, JAK2 catalizza la 
fosforilazione di residui tirosinici del recettore stesso, creando siti di reclutamento per 
proteine con domini SH2, che vengono a loro volta fosforilate. Tra queste proteine ci sono le 
STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) (Figura 1). Lo spegnimento della 
trasmissione del segnale avviene contestualmente alla sua attivazione. 
 
Figura 1. Signaling di JAK2 per attivazione dei recettori di tipo I delle citochine 
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Da un punto di vista strutturale, JAK2 presenta sette domini JAK-omologhi (JH) 
corrispondenti a 4 domini funzionali: il dominio JH1 (dominio chinasico) all’estremità C-
terminale; il dominio JH2 (dominio pseudochinasico); il dominio “SH2-like” (JH3-JH4); il 
dominio FERM (JH5-JH7: dominio di legame con il recettore) all’estremità N-terminale (9) 
(Figura 2). 
Il dominio pseudochinasico risulta omologo al dominio catalitico, ma manca di attività 
catalitica. Si ritiene che la sua funzione sia quella di “modulare” l’attività del dominio JH1. 
Infatti la delezione del dominio pseudochinasico determina un’aumentata attività catalitica 
dell’enzima avvalorando l’ipotesi di un effetto inibitorio di JH2 sull’attività di JH1 (10). 
 
Figura 2. Domini strutturali e funzionali di JAK2 
 
 
La mutazione puntiforme JAK2V617F consiste nella transversione 1849G>T nell’esone 14 
del gene che comporta la sostituzione della valina in posizione 617 con una fenilalanina, nel 
dominio JH2 della proteina (Figura 3). Si ritiene che la sostituzione di questo residuo si 
traduca nella funzione auto inibitoria esercitata da questo dominio, rendendo l’enzima 
costitutivamente attivo. La mutazione JAK2V617F si associa infatti ad ipersensibilità alle 
citochine e crescita spontanea (in assenza di fattori di crescita) in linee cellulari mutate (5); 
inoltre in modelli murini questa mutazione è in grado di indurre eritrocitosi, leucocitosi ed 
evoluzione in mielofibrosi (11).  
 
Figura 3. Localizzazione della mutazione V617F nella struttura terziaria della proteina JAK2. 
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Ancora non è completamente chiaro come la stessa mutazione induca fenotipi clinici diversi. 
È dimostrato comunque che la percentuale di alleli mutati e lo stato di eterozigosi/omozigosi 
per la mutazione JAK2V617F correlano con una diversa diagnosi e determinano anche un 
diverso decorso clinico. Lo stato di etero/omozigosi dipende dalla quantità di alleli V617F 
presenti (allele burden), valutata in percentuale rispetto all’allele wild-type. I pazienti nei 
quali sono presenti più del 50% di alleli mutati vengono definiti omozigoti. Tale stato è 
determinato da un processo di ricombinazione mitotica di cellule eterozigoti (Figura 4). 
 
Figura 4. Lo sviluppo dello stato omozigote per la mutazione JAK2V617F è un processo a due 
step: un’iniziale mutazione puntiforme seguita da ricombinazione mitotica del cromosoma 9p 
tra il locus JAK2 e il centromero. 
 
 
1.3 NEOPLASIE MIELOPROLIFERATIVE CRONICHE FILADELFIA NEGATIVE 
IN ETÀ PEDIATRICA 
Le MPN coinvolgono comunemente pazienti in età medio-avanzata: la PV, per 
esempio, si riscontra usualmente in pazienti di età superiore ai 40 anni, mentre la TE interessa 
un ampio spettro di età; tuttavia entrambe coinvolgono raramente l’età pediatrica. È stato 
valutato che la TE incida nella popolazione pediatrica per 0,09 casi/anno (12); questo 
significa che la TE in età pediatrica è circa 60 volte meno comune rispetto gli adulti. La PV è 
stata descritta in meno di 50 casi pediatrici nella letteratura inglese. Nella popolazione 
pediatrica le MPN rappresentano meno del 3% di tutte le neoplasie (13). 
Per gli adulti esistono precisi criteri diagnostici, indagini ben codificate e linee guida di 
terapia. Gli stessi test non sono esaustivi per i pazienti pediatrici.  
La letteratura suggerisce che le MPN nel bambino abbiano caratteristiche diverse da quelle 
dell’adulto, ma i dati in tal senso sono molto esigui. Si differenziano infatti per biologia, 
frequenza, clinica e prognosi. 
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1.4 ERITROCITOSI-POLICITEMIA VERA 
Per eritrocitosi si intende classicamente l’aumento del numero dei globuli rossi 
circolanti, non associato all’incremento delle altre linee cellulari e se dovuto ad un reale 
incremento della massa eritrocitaria si definisce eritrocitosi assoluta. Solitamente l’eritrocitosi 
è riconosciuta dall’osservazione dei valori di ematocrito superiori al 51% nell’uomo e 48% 
nella donna.  
Le eritrocitosi possono essere assolute, caratterizzate da un aumento complessivo della massa 
eritrocitaria, o relative se causate da una riduzione del volume plasmatico (14, 15, 16).  
Si riconoscono come cause più comuni di eritrocitosi relativa quelle elencate in Tabella II 
(17).  
 
Tabella II. Cause di eritrocitosi relativa. 
Emoconcentrazione: diuretici, vomito, diarrea, ustioni 
Ipertensione 
Fumo 
Stress: Sindrome di Gaisböck 
Alcol 
Obesità 
                                   Modificata da Pearson TC, Blood Rev 1991 (17)  
 
In tabella III viene riportata la classificazione delle eritrocitosi assolute (14).  
 
Tabella III. Classificazione delle eritrocitosi assolute. 
Eritrocitosi 
primitiva 
EPO 
ridotta o 
normale 
Congenita 
Mutazioni dell’EPO-R (Primary Familial 
Congenital Erythrocytosis) 
Acquisita PV 
Eritrocitosi 
secondaria 
EPO 
aumentata 
o normale 
Congenita Varianti emoglobiniche con aumentata 
affinità per l’ossigeno 
Deficit di 2-3 difosfoglicerato (2,3 DPG) 
Policitemia di Chuvash (mutazione VHL) 
Eritrocitosi familiare dovuta ad altre 
mutazioni del gene VHL e da mutazioni dei 
geni HIF2α e PHD2 
Acquisita Aumento fisiologico dell’EPO secondario a 
ipossia da: 
- malattie cardiache cianotizzanti 
- malattie polmonari 
- malattie renali 
- malattie epatiche 
- apnea (sindrome di Pickwick) 
- fumo 
- elevata altitudine 
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Sintesi inappropriata /autonoma di EPO da 
parte di:ù 
- cuore: mixoma atriale 
- rene: nefroblastoma, carcinoma renale, 
tumore di Wilms, rene policistico, 
idronefrosi, anomalie vascolari (stenosi 
arteria renale) 
- fegato: epatoma, sindrome epatopolmonare 
- sistema nervoso centrale: emangioblastoma, 
emangioma cerebellare 
- sistema endocrino: feocromocitoma, 
sindrome di Cushing, iperaldosteronismo 
primario, sindrome di Bartter 
- fibromi uterini 
 
Assunzione esogena di ormoni stimlanti 
l’eritropoiesi: 
- EPO 
- androgeni 
            Modificata da Cario, Ann Hematol 2005 (14) 
 
Tra le eritrocitosi acquisite si annovera la Policitemia Vera (PV), una delle già citate neoplasie 
mieloproliferative con prevalente incremento della serie rossa, ma spesso associata ad 
incremento delle altre linee cellulari. La PV è la forma più frequente di eritrocitosi primaria 
nei pazienti adulti, mentre rappresenta una malattia estremamente rara nei pazienti in età 
pediatrica e giovanile. (12, 18). Solo lo 0,1% dei pazienti affetti da PV ha un’età inferiore ai 
20 anni e in meno del 5% dei casi insorge prima dei 40 anni. 
La storia naturale della malattia, in assenza di trattamento, è caratterizzata da un progressivo 
aumento della massa eritrocitaria, con conseguente aumentato rischio di complicanze 
trombotiche o emorragiche. È possibile una evoluzione tardiva in mielofibrosi o in leucemia 
acuta. Prima del 2005  
la diagnosi di PV era esclusivamente clinica, basandosi sui criteri diagnostici del PVSG. Nel 
2001 la WHO (World Health Organization) ha introdotto nuovi criteri diagnostici che tengono 
conto anche della crescita spontanea di colonie eritroidi in vitro (EEC) e dei livelli di 
eritropoietina sierica (EPO-S), generalmente ridotti nella PV. (19) Il test delle EEC non è 
specifico per la PV, in quanto la sua positività non definisce la tipologia della MPN (le EEC 
sono positive nel 90% delle PV, ma anche nel 55-70% delle ET) (20, 21). Nel 2008 la WHO 
ha aggiornato i criteri diagnostici per la PV tenendo conto delle più recenti acquisizioni della 
biologia molecolare ed in particolare della mutazione V617F del gene JAK2 (Tabella IV) 
(22). Tale mutazione viene riscontrata in circa il 95% dei pazienti con PV dell’adulto. In circa 
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il 30% dei pazienti con PV la mutazione JAK2V167F è presente in omozigosi (cioè più del 
50% degli alleli è mutato). Tale condizione si associa a più elevati livelli di emoglobina e di 
ematocrito, ridotta conta piastrinica, numero maggiore di globuli bianchi, splenomegalia, 
minori volume corpuscolare medio e ferritina sierica e più frequente necessita di interventi 
terapeutici citoriduttivi (23, 24). 
 
Tabella IV. Criteri diagnostici WHO 2008 
CRITERI 
MAGGIORI 
1) Hb>18,5 g/dL nei maschi 
CRITERI 
MINORI 
Panmielosi 
2) Hb>16.5 g/dL nelle femmine 
3) Hb/HT>99% dei valori di 
riferimento per sesso ed età 
EPO-S 
soppressa 
4) Hb>17 g/dL (maschi) Hb>15 
g/dL (femmine) con incremento 
>2g/dL non attribuibile a terapia 
marziale 
Crescita EEC 
5) Presenza di mutazioni 
JAK2V617F e simili 
 
Per la diagnosi devono essere soddisfatti i 2 criteri maggiori 1, 2 o 3 + mutazione JAK2V617F 
o simili e uno dei criteri minori; oppure 1,2 o 3 e uno dei minori. 
A partire dal 2007, sono state identificate altre mutazione del gene JAK2 che interessano 
l’esone 12. Finora ne sono state identificate una decina, tra cui le più frequenti sono: F537-
K539delinsL, K539L, H538QK539L e N542-E543del (Figura 5) (25).  
 
Figura 5. Mutazioni nell’esone 12 di JAK2 
 
                                    Scott et al. N Engl J Med. 2007 (25) 
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Queste mutazioni coinvolgono i residui compresi tra F537 ed E543, circa 80 residui a monte 
di V617F. L’incidenza di queste mutazioni è del 30% nei pazienti con PV negativi per la 
mutazione JAK2V617F, mentre è assente nei pazienti con TE e in quelli con IMF. L’esone 12 
è prospiciente al dominio pseudochinasico di JAK2 (Figura 6) e induce l’iperfosforilazione di 
JAK2 con conseguente iperattivazione della cascata di segnale. I pazienti che presentano 
mutazione nell’esone 12 di JAK2 si presentano clinicamente con un quadro di eritrocitosi 
isolata senza alcuna alterazione di piastrine e leucociti. Inoltre, in presenza della mutazione 
dell’esone 12 i livelli ematici di emoglobina e l’ematocrito risultano essere più elevati rispetto 
a quelli dei pazienti JAK2V617F positivi (26). Anche questa mutazione è eccezionale in età 
pediatrica. 
 
Figura 6. Struttura tridimensionale della proteina JAK2 
 
Nel riquadro in basso viene messo in evidenza il dominio pseudochinasico di JAK2 con la sede 
della mutazione V617F sull’esone 14 e delle due più frequenti mutazioni dell’esone 12 (N542 e 
K542). Si noti come l’esone 12, seppur lontano dal 14 linearmente, nella struttura terziaria si 
localizza anch’esso nel dominio pseudochinasico. 
 
In età infantile le eritrocitosi familiari sono rare, ma più frequenti delle PV. 
L’eritropoietina (EPO) è la citochina prodotta a livello renale, che stimola la 
produzione eritrocita ria.  
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La trascrizione del gene per l’EPO viene regolata da un complesso meccanismo di Oxygen 
Sensing Pathway (Figura 7). Un ruolo centrale è svolto dall’enzima PHD2 (Prolyl 
Hydroxylase Domain) , in grado di idrossilare la subunità α di un fattore prodotto 
costitutivamente, HIF2 (Hypoxya Inducible Factor 2). HIF2α-OH, a sua volta, è riconosciuto 
e legato da VHL (Fattore di Von Hippel Lindau). Il complesso HIF2α-OH-VHL verrà 
ubiquitinato e distrutto nel proteasoma. In condizioni di normossia l’enzima PHD2 è prodotto 
costitutivamente mantenendo bassi i livelli di HIF2α. In condizioni di ipossia, invece, 
l’attività di PHD2 diminuisce, impedendo la degradazione del fattore HIF2α VHL-mediata. 
HIF2α lega il fattore HIF2β dando origine all’etreodimero HIF2α-HIF2β promuovendo la 
trascrizione del gene EPO. Questo complesso inoltre regola la produzione di altre proteine, 
incluse quelle coinvolte nell’uptake del glucosio, nella glicolisi, nella regolazione del pH e 
nell’angiogenesi, come ad esempio VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) (27).  
 
Figura 7. Via dell’oxygen sensing pathway 
 
 
Mutazioni nei geni PHD2, VHL e HIF2α portano all’aumento della trascrizione dell’EPO. I 
pazienti portatori di mutazioni di tali geni presentano eritrocitosi associata a livelli aumentati 
di EPO sierica. Poiché l’EPO va ad agire sui progenitori eritroidi del midollo, attraverso il 
legame e l’attivazione del suo specifico recettore, l’EPO-R, è intuitivo che alterazioni del 
gene di tale recettore possono indurre eritrocitosi. L’EPO-R in presenza di EPO dimerizza 
inducendo l’autofosforilazione della proteina JAK2. Dopo l’attivazione segue una fase di 
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spegnimento del segnale: dopo circa 30 minuti dal legame di EPO, viene reclutata la fosfatasi 
SHP1 in grado di defosforilare JAK2 ed EPO-R. Il recettore in seguito viene ubiquitinato e 
degradato nel proteasoma.  
Sono state descritte molte mutazioni nel gene EPO-R che determinano una forma tronca della 
proteina, preservando il sito di legame di JAK2, mentre viene perso il sito di legame con 
SHP1. Questo determina una continua produzione di globuli rossi anche in presenza di livelli 
bassi di EPO. 
Sono state descritte ad oggi 14 mutazioni, tutte localizzate in una regione di 176 bp nell’esone 
8 di EPO-R (28).  
 
1.5 TROMBOCITEMIA ESSENZIALE 
La trombocitosi è un evento comune in pediatria, tanto che viene riscontrata in circa il 
5-6% dei bambini ospedalizzati, come evento secondario a infezioni, anemia sideropenia, 
interventi chirurgici, malattie infiammatorie, anemia emolitica e postemorragie, farmaci, ecc 
(29, 30) (Figura 8). I valori raggiunti della conta piastrinica sono spesso molto alti, con conte 
anche maggiori di 1000x10
9
/L.  
 
Figura 8. Incidenza di trombocitosi nella popolazione pediatrica 
 
                                 Matsubara. Acta Haematol. 2004 (30) 
 
Tuttavia, la persistenza di valori elevati di piastrine per tempi prolungati senza una causa 
secondaria riconoscibile può far sospettare una forma primitiva. La TE, pur rara in pediatria, 
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rappresenta la forma più frequente di MPN Ph- nei bambini. La TE si può osservare anche in 
giovani adulti e in letteratura sono presenti casi pediatrici fin dal 1960 (31).  
Nei pazienti adulti con TE la mutazione JAK2V617F interessa circa il 50-60% dei casi. 
L’incidenza di questa mutazione è molto inferiore nei pazienti pediatrici, attualmente valutata 
pari a circa il 25%. 
La rara presenza di omozigosi nei pazienti TE (circa il 3% dei casi) individua un fenotipo più 
aggressivo, con maggior rischio di complicanze trombotiche-emorragiche e una maggiore 
probabilità di evoluzione in leucemia acuta o mielofibrosi secondaria (32).  
Oltre alla mutazione nel gene JAK2, negli adulti sono state descritte altre mutazioni 
somatiche che interessano il gene MPL, che codifica per il recettore della trombopoietina. Nel 
2006 fu per la prima volta descritta la mutazione MPLW515L, che consiste nella sostituzione 
della guanina in posizione 1544 con una timina. Nella proteina questo si traduce con la 
sostituzione del triptofano con una leucina (33). Successivamente vennero identificate le 
mutazioni MPLW515K e MPLW515A a carico dello stesso codone (Figura 9). Il codone 515 
è incluso nella regione anfipatica KWQPF del recettore della trombopoietina, contenuta nella 
giunzione tra le porzioni trans membrana e citoplasmatica del recettore stesso e serve a 
mantenere MPL in conformazione inattiva in assenza di ligando (34). La presenza di queste 
mutazioni rende la crescita di varie linee cellulari indipendente dalla presenza di citochine e 
aumenta la sensibilità alla trombopoietina con conseguente attivazione costitutiva della via 
JAK-STAT. Inoltre l’introduzione delle mutazioni nel genoma del topo determina lo sviluppo 
di una IMF con trombocitosi, leucocitosi, imponente epatosplenomegalia, fibrosi midollare e 
decorso rapido, quasi sempre fatale. Le mutazioni di MPL non sono mai state osservate nei 
pazienti con PV, mentre sono presenti in circa il 5% dei pazienti con TE e nell’11% dei 
pazienti con IMF. Rari pazienti possono presentare contemporaneamente sia la mutazione di 
MPL che la mutazione JAK2V617F. 
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Figura 9. Localizzazione delle mutazioni localizzate nella proteina MPL. 
 
 
Un gruppo particolare di trombocitemie è rappresentato dalle forme familiari. Anche in queste 
forme è stata descritta una mutazione germinale che coinvolge il gene MPL: la mutazione 
MPLS505N, in cui la serina in posizione 505 viene sostituita da una asparagina. Il codone 
coinvolto si localizza nel dominio transmembrana della proteina e questa mutazione, come le 
altre mutazioni somatiche descritte nel gene MPL, rende la proteina attiva in assenza di 
ligando (35). Il meccanismo per cui la mutazione MPLS505N attivi la proteina è tuttora 
sconosciuto. Tra le trombocitosi familiari sono state descritte anche mutazioni a carico del 
gene che codifica per la trombopoietina (TPO). La TPO è il principale regolatore della 
megacariopoiesi e della produzione piastrinica. L’iniezione di TPO ricombinante induce una 
selettiva trombocitosi in vivo e l’espressione forzata di TPO in topi risulta in trombocitosi di 
variabile severità, correlata principalmente con i livelli di espressione della trombopoietina.  
Sono state descritte 4 diverse mutazioni nel gene TPO in famiglie con trombocitosi trasmessa 
in maniera autosomica dominante. Tutte queste mutazioni agiscono aumentando l’efficienza 
della traduzione dell’mRNA della TPO (Figura 10).  
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Figura 10. Effetto delle mutazioni nel gene della TPO sulla traduzione del TPO mRNA. 
 
 
La traduzione di TPO mRNA è fisiologicamente inibita dalla presenza di un upstream open 
reading frame (uORF) nella regione 5’-UTR (regione non tradotta). Le mutazioni descritte 
distruggono questa inibizione con conseguente aumento della produzione della proteina TPO 
(35).  
La diagnosi di TE secondo i criteri WHO pubblicati nel 2001 e revisionati nel 2008 (Tabella 
V) si basa sulla presenza dei seguenti criteri di conta piastrinica > 450x10
9
/L; proliferazione 
di megacariociti maturi in assenza di fibrosi midollare; assenza di cause di trombocitosi 
reattiva; presenza di marcatore clonale (36, 37). 
 
Tabella V. Criteri WHO per la diagnosi di Trombocitemia Essenziale 
Conta piastrinica persistente >450x10
9
/L 
Segni di iperproliferazione megacariocitaria alla biopsia midollare con aumento del 
numero e delle dimensioni dei megacariociti, in assenza di incremento delle 
granulocitopoiesi e delle mielopoiesi 
Mutazione JAK2V617F 
In assenza di tale mutazione, non evidenze di trombocitosi reattiva 
 
La TE ha una prognosi grave benigna, dato che si ritiene che non alteri la spettanza di vita 
(38): la sopravvivenza mediana è di oltre 20 anni. Il suo decorso però è gravato da 
complicanze trombotiche ed emorragiche che colpiscono a seconda delle diverse casistiche il 
15-30% dei pazienti. 
In un bambino, la diagnosi di TE assume invece una connotazione prognostica più incerta. La 
scarsità dei casi di TE pediatrica comporta la difficoltà di determinare la naturale evoluzione 
clinica di tale malattia nell’infanzia e l’incidenza delle complicanze trombo-emorragiche, 
oltre che del rischio di evoluzione leucemica.  
I casi di ET nei bambini descritti in letteratura sono sopratutto case reports. Più 
recentemente, alcuni gruppi hanno segnalato casistiche personali di numerosità comunque 
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modesta e nella letteratura pediatrica si trovano solo due reviews (39, 40). La letteratura fino 
al 2008 mostra 88 casi: la ET pediatrica sembra caratterizzata da un numero di piastrine molto 
elevato, da complicanze trombotiche o emorragiche in circa un quinto dei casi, mentre 
trasformazioni in mielofibrosi o leucemia sono molto rare. In tabella VI vengono riportati i 
casi di TE pediatrica descritti in letteratura e diagnosticati dopo il 2005 (41,42,43,44,45). 
 
Tabella VI. Casi di TE pediatrica diagnosticati dopo il 2005. 
 Randi 
(Blood 
2006) 
Teofili 
(JCO 
2007) 
El Moneim 
(Ped Blood 
Cancer 2007) 
Veselovska 
(Leuk Res 
2008) 
Nakatani (Ped 
Blood Cancer 
2008) 
Pazienti 20 13 5 12 6 
Follow-up 6m – 23aa  9 – 108m 6 – 15,5aa 8 – 39m 
Splenomegalia  4 3  2 
Asintomatici 12 9 2 7 5 
Cefalea 7  2 3 1 
Emorragia 1  1 1  
Trombosi 
maggiori 
1 1 1 1 (?)  
 
 
1.6 NUOVI APPROCCI 
La variabilità dei dati dei pazienti in età pediatrica, la differenza in biologia, 
frequenza, diagnosi e prognosi rispetto all’adulto, la scarsità dei dati hanno spinto il nostro 
gruppo ad adottare nuovi approcci in collaborazione con diversi gruppi, allo scopo di chiarire 
ulteriormente le conoscenze nelle MPN Ph- pediatriche. 
In particolar modo nell’ultimo anno sono stati condotti due nuovi studi: il primo in 
collaborazione con l’Oncoematologia pediatrica di Padova che ha osservato l’espressione di 
ERG; il secondo studio è stato avviato in collaborazione con il centro di Biotecnologie 
Molecolari dell’Università di Torino che si è occupato della valutazione della lunghezza del 
telomero in pazienti pediatrici con trombocitosi ed eritrocitosi. 
 
1.6.1 ESPRESSIONE DEL GENE ERG 
ERG è un gene localizzato sul cromosoma 21q22.3 appartenente alla famiglia genica 
ETS che produce fattori implicati in processi di proliferazione, apoptosi e rimodellamento 
tissutale.  
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È stato dimostrato il coinvolgimento di ERG nell’ematopoiesi, nell’angiogenesi, nella 
regolazione dell’infiammazione , nell’osteogenesi e nella condrogenesi (46). 
Il ruolo di ERG nelle cellule del sistema emopoietico è stato indagato in vivo ed in vitro, 
dimostrando la sua importanza nell’emopoiesi embrionale, nella regolazione delle cellule 
staminali emopoietiche negli adulti e nella maturazione megacariocitaria. Altri studi hanno 
evidenziato come il livello di espressione di ERG giochi un ruolo chiave nella maturazione 
dei linfociti T (47). 
La famiglia dei geni ETS è ritenuta essere coinvolta in numerosi tumori tra cui il carcinoma 
tiroideo, il carcinoma mammario, il carcinoma del colon, il carcinoma prostatico, il sarcoma 
di Ewing ed infine le leucemie negli adulti. Le proteine codificate da questi geni svolgono la 
loro attività tumorigenica sia come prodotti di fusione che tramite over-espressione della 
forma wild-type (48).  
Studi in vitro hanno dimostrato che l’over-espressione di ERG incrementa la migrazione 
cellulare e l’invasività tumorale (49). Contemporaneamente studi in vivo hanno dimostrato 
come l’over-espressione non sia sufficiente a sviluppare la patologia invasiva, suggerendo la 
necessità della presenza di ulteriori mutazioni per lo sviluppo del fenotipo tumorale. 
La megacariocitopoiesi è regolata da una complessa interazione tra fattori di trascrizione che 
comprendono GATA1 e le proteine della famiglia ETS. Numerosi promotori megacariocito-
specifici contengono domini di legame per GATA-ETS; questo suggerisce un importante 
ruolo nel promuovere la differenziazione dei megacariociti. Inoltre le proteine ETS sembrano 
essere fondamentali per l’avvio della megacariocitopoiesi e dell’eritropoiesi (47).  
Elevati livelli di espressione di mRNA di ERG sono stati osservati in pazienti con leucemia 
mieloide acuta con cariotipo complesso ed anomalie nel cromosoma 21.  
Un recente studio ha dimostrato che ERG è necessario per portare a termine l’emopoiesi e per 
mantenere un appropriato numero di piastrine (50). 
Il coinvolgimento di ERG nella megacariocitopoiesi e nell’emopoiesi, ha spinto ad analizzare 
l’espressione nelle neoplasie mieloproliferative croniche in età pediatrica, al fine di riuscire a 
trovare un nuovo marcatore patogenetico in grado di spiegare l’origine di queste rare 
patologie. 
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1.6.2 TELOMERO E TELOMERASI 
I telomeri sono strutture specializzate composte da particolari sequenze di DNA (ripetizioni 
tandem di TTAGGG) e da specifiche proteine telomeriche localizzate alle estremità dei 
cromosomi. I telomeri hanno delle funzioni fondamentali: proteggono i cromosomi da 
fenomeni di degradazione ad opera di esonucleasi cellulari e fusione tra estremità di 
cromosomi ad opera di ligasi; rivestono un ruolo nell’organizzazione spaziale e funzionale dei 
cromosomi all’interno del nucleo favorendone la separazione durante la divisione cellulare; 
svolgono una funzione chiave nella determinazione del numero di divisioni cellulari che una 
cellula può subire.  
La completa replicazione delle estremità cromosomiche avviene a seguito dell’azione di una 
specifica trascrittasi inversa, la telomerasi. L’attività della telomerasi è essenziale per 
mantenere un numero appropriato di ripetizioni in modo da contrastare la continua erosione 
dei telomeri. Esiste infatti una lunghezza critica definita limite di Hayflick, in cui la cellula 
cessa di riprodursi ed entra in fase di senescenza. 
Il più importante tipo cellulare che mostra un’alta attività telomerasica è costituito dalle 
cellule germinali. Dopo i primi stadi dell’embriogenesi, però, l’espressione dell’enzima viene 
down-regolata in  molte delle cellule che costituiranno il corpo umano e conseguentemente i 
telomeri si accorceranno progressivamente durante la vita dell’individuo. Soltanto in alcuni 
particolari tipi di cellulari, come la mucosa intestinale, le cellule della pelle e i linfociti, può 
essere riscontrata una modesta attività telomerasica che invece è caratteristica delle cellule del 
cancro, che in questo modo acquisiscono una indefinita capacità proliferativa. 
Alcuni studi recenti hanno riportato una riduzione marcata della lunghezza del 
telomero in pazienti con MPN Ph- (51,52,53). Questo fa supporre una possibile influenza 
della lunghezza del telomero sullo sviluppo delle MPN. Inoltre, la lunghezza del telomero 
potrebbe essere un indicatore di proliferazione neoplastica. 
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2 SCOPO DELLA TESI 
 
Le attuali conoscenze nel campo delle rare MPN pediatriche sono scarse e i 
comportamenti diagnostici e terapeutici per lo più mutuati dall’esperienza dell’adulto. 
Lo scopo del nostro studio è stato di indagare, in un’ampia casistica di casi con 
eritrocitosi e trombocitosi, la reale frequenza di MPN pediatriche e di valutare il significato e 
l’utilità di studi biomolecolari in questo setting di pazienti per definire sottogruppi specifici di 
bambini con alterazioni del numero di piastrine o con poliglobulia. 
Per questo si è ricercata la presenza di mutazioni di JAK2 e dei geni delle citochine di 
proliferazione emopoietiche e dei loro recettori, chiarendo se la percentuale di casi con queste 
mutazioni è simile a quella della popolazione adulta. Sono state ricercate anche mutazioni nei 
geni dell’oxigen sensing pathway. 
Inoltre in questo studio è stata studiata l’espressione di ERG al fine di riuscire a 
trovare un nuovo marcatore patogenetico in grado di spiegare l’origine di queste rare 
patologie. 
Infine è stato investigato il ruolo della lunghezza del telomero come possibile marker 
di proliferazione, valutando la differenza con soggetti sani della stessa età e con adulti affetti 
da MPN. 
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3. PAZIENTI 
 
Abbiamo studiato 149 pazienti di età pediatrica (da 0 a 18 anni), seguiti presso 
l’Emato-oncologia del Dipartimento di Pediatria di Padova, o presso un Centro di Emato-
Oncologia Pediatrica dell’Associazione Italiana di Emato-Oncologia Pediatrica (AIEOP). In 
tutti questi bambini, i clinici avevano posto il sospetto di una malattia mieloproliferativa 
cronica. 
I bambini potevano avere un numero di piastrine maggiore di 600 x 10
9
/L per non meno di 6 
mesi senza che fosse stato possibile riconoscere alcuna causa di trombocitosi secondaria. In 
particolare si sono escluse infezioni, malattie infiammatorie acute e croniche, anemia 
sideropenica, stati di asplenia, recenti emolisi o emorragie, tumori o utilizzo di farmaci capaci 
di stimolare la produzione o la maturazione megacariocitaria. In alternativa, i bambini studiati 
potevano presentare costante e significativo aumento di emoglobina (Hb) e/o di ematocrito 
(Ht) senza che potessero essere riconosciute cause di eritrocitosi secondaria (malattie 
polmonari acute o croniche, shunt cardio-vascolari, emoglobine patologiche, malattie renali o 
neoplasie) o relativa (disidratazione, ustioni, uso di diuretici)  
Le caratteristiche principale dei pazienti oggetto del presente studio sono riassunte in tabella 
VII. 
 
Tabella VII. Caratteristiche dei casi selezionati  
ERITROCITOSI 
N° DEI 
CASI 
MASCHI/ 
FEMMINE 
ETA’ 
MEDIA 
PLTS 
(x10
9
/L) 
WBC 
(x10
9
/L) 
RBC 
(x10
6
/µL) 
HGB 
(g/dL) 
HT (%) 
51 44/7 14,75±5,8 205±66 6±2,2 5,9±1 16,2±2,4 47,4±6,5 
TROMBOCITEMIE 
N° DEI 
CASI 
MASCHI/ 
FEMMINE 
ETA’ 
MEDIA 
PLTS 
(x10
9
/L) 
WBC 
(x10
9
/L) 
RBC 
(x10
6
/µL) 
HGB 
(g/dL) 
HT (%) 
98 40/58 9,24±5,7 798±56 11,7±4,2 4±1,2 11,2±2,8 33,8±7,4 
 
In tutti i pazienti si è effettuata la ricerca della mutazione JAK2V617F. Se presente è stata 
valutata la percentuale di allele mutato.  
Nei pazienti con eritrocitosi sono state ricercate anche mutazioni a carico dell’esone 12 del 
gene JAK2; nei pazienti con EPO sierica ridotta o normale si sono ricercate le mutazioni a 
carico del gene dell’EPO-R, mentre nei pazienti con EPO sierica elevata si sono ricercate le 
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mutazioni a carico dei geni dell’oxigen sensing pathway (VHL, PHD2, HIF2α). Nei casi con 
polimorfismi sono stati analizzati anche 50 casi sani di controllo. 
Nei pazienti con trombocitosi si sono ricercate le mutazioni del gene MPL. 
In 27 casi pediatrici con eritrocitosi sono state valutate le colonie eritroidi spontenee, mentre 
questo test è stato eseguito in 28 casi pediatrici con trombocitosi. 
Nello studio dell’espressione di ERG sono stati esaminati 34 pazienti con eritrocitosi e 
trombocitosi, con le caratteristiche riassunte in tabella VIII.  
Come controlli sono stati analizzati 14 bambini sani. 
 
Tabella VIII. Caratteristiche dei casi selezionati per lo studio dell’espressione di ERG. 
DIAGNOSI N° 
CASI 
MASCHI/ 
FEMMINE 
ETÁ MEDIA 
ALLA 
DIAGNOSI 
ETÁ MEDIA AL 
MOMENTO 
DELLO STUDIO 
ERITROCITOSI 19 14/5 9,3 (1-17) 15,6 (4-28) 
TROMBOCITOSI 15 9/6 10,9 (1-16) 9,2 (5-22) 
 
 
Per quanto riguarda le eritrocitosi, sono stati analizzati 19 casi ad esordio in età 
pediatrica, di cui 14 maschi e 4 femmine. Tutti i pazienti hanno HB ed HT> a 2 DS per età. 
Per tutti i pazienti sono state escluse cause di eritrocitosi relativa. Tre pazienti sono affetti da 
eritrocitosi familiare. 
In tutti i pazienti è stato eseguito lo studio delle colonie eritrocitarie e sono stati studiati i 
marcatori genetici di eritrocitosi (JAK2, geni dell’oxigen-sensing pathway, EPOR). 
Il numero medio di RBC è 6,6x10
6
/µL, l’ematocrito medio è di 52,3%, l’emoglobina media è 
di 16,1g/dL, i WBC medi sono 7.7x10
9
/L ed in numero medio di piastrine è di 250x10
9
/L.  
Il trattamento dei pazienti prevede solo l’uso di salassi, eseguiti in presenza di elevati valori di 
ematocrito (>50) e/o di sintomatologia importante, mentre non viene utilizzata nessuna terapia 
citoriduttiva. 
Per quanto riguarda le trombocitosi sono stati analizzati 15 casi, di cui 9 maschi e 6 
femmine. In tutti i pazienti sono stati studiati i geni JAK2 e MPL.  
I pazienti analizzati hanno una conta piastrinica media di 1.595x10
9
/L, numero medio di 
WBC pari a 12x10
9
/L con numero medio di neutrofili di 7x10
9
/L.  
Otto pazienti sono stati sottoposti a trattamento antiaggregante con basse dosi di acido acetil-
salicilico, mentre una paziente è in terapia citoriduttiva con anagrelide. 
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L’analisi sulla lunghezza del telomero è stata effettuata su 49 bambini: 17 ET, 2 PV, 
12 eritrocitosi idiopatiche, 7 trombocitosi ed infine 11 bambini sani. Nella tabella IX 
sottostante sono riportati il sesso e l’età media di questi bambini. La lunghezza dei telomeri 
osservata nei bambini è stata comparata con quella di 66 PV e 55 ET in adulti. 
 
 
Tabella IX. Caratteristiche dei bambini selezionati per lo studio della valutazione della 
lunghezza del telomero. 
 
TE 
N° CASI SESSO ETÁ MEDIA (anni) 
17 6M/11F 10,4±4,6 
PV 
N° CASI SESSO ETÁ (anni) 
1 F 17,9 
ERITROCITOSI IDIOPATICHE 
N° CASI SESSO ETÁ MEDIA (anni) 
12 10M/2F 14,6±3,9 
TROMBOCITOSI 
N° CASI SESSO ETÁ MEDIA (anni) 
7 3M/4F 3,6±2,2 
CONTROLLI SANI 
N° CASI SESSO ETÁ MEDIA (anni) 
11 / 5,3±4 
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4. MATERIALI E METODI 
 
4.1 SEPARAZIONE DEI GRANULOCITI E DEI LINFO-MONOCITI 
Il materiale utilizzato in questo studio è stato raccolto dopo aver ottenuto il consenso 
informato da parte dei genitori dei pazienti pediatrici. 
Per ogni paziente si richiede circa 6 ml di sangue periferico anticoagulato 1:10 con sodio 
citrato al 3,8% per gli studi di biologia molecolare o con eparina per l’esecuzione di colture 
cellulari. Il sangue è stato stratificato in provette (Falcon, Franklin Lakes, NJ USA) da 15 ml 
su un uguale volume di Histopaque-1007 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO USA), una soluzione 
di polisaccarosio di densità pari a 1.077g/ml, che permette la separazione cellulare. 
Dopo centrifugazione a 400g per 30 minuti senza freno, il campione risulta così suddiviso 
(Figura 11): 
 surnatante con piastrine e plasma residuo; 
 anello opaco di linfomonociti (PBMC) (utilizzato per la semina nel test EEC); 
 strato di soluzione di separazione per gradiente (Histopaque-1077); 
 fondello di globuli rossi e polimorfonucleati (utilizzato per l’estrazione del DNA negli 
studi biomolecolari e per l’estrazione di RNA per lo studio dell’espressione del gene 
ERG). 
 
Figura 11.Separazione in Histopaque 1077 
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4.2 ESTRAZIONE DEL DNA DAI POLIMORFONUCLEATI 
Il DNA utilizzato per gli studi di biologia molecolare è estratto dai granulociti, 
rappresentativi della linea mieloide, adeguati alla ricerca di mutazioni sia somatiche che 
germinali. 
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L’estrazione è eseguita con metodica semiautomatica attraverso l’utilizzo dello strumento 
Maxwell
®
 16 (Promega Corp. Madison, WI, USA). 
L’estrazione effettuata da questo strumento è basata sull’adsorbimento selettivo del DNA da 
parte di una resina che riveste particelle paramagnetiche (MagneSil Paramagnetic Particles, 
Promega Corporation, Madison, WI, USA). Sono utilizzate delle apposite cartucce presenti 
nel kit Wizard Genomic DNA Extraction (Promega Corp. Madison, WI, USA), suddivise in 7 
pozzetti contenenti i reagenti predistribuiti. La sospensione cellulare (400μl) viene caricata 
nel primo pozzetto contenente il buffer di lisi; nel secondo pozzetto sono presenti le particelle 
magnetiche. Lo strumento utilizza un pistone magnetico per lisare le cellule e trasferire le 
particelle magnetiche dal secondo al primo pozzetto dove avviene l’adsorbimento del DNA. 
Successivamente il pistone magnetico sposta le particelle con il DNA adsorbito agli altri 
pozzetti per effettuare una serie di lavaggi, eliminando tutte le impurità contenute nel 
campione. Nella fase finale della corsa il DNA estratto viene liberato dalle particelle per 
immersione del pistone in 300μl di un apposito buffer. Dopo circa 40 minuto l’estratto è 
pronto per le successive analisi (Figura 12). 
 
Figura 12 Strumento per l’estrazione del DNA. A) Maxwell™ 16. B e C) cartucce contenenti 
i reagenti per l’estrazione. 
 
 
4.3 QUANTIFICAZIONE DEL DNA 
Per la quantificazione del DNA contenuto nel campione è stato utilizzato il fluorimetro 
Qubit
®
 (Invitrogen Eugene, Oregon, USA). La metodica si basa sull’emissione di 
fluorescenza da parte di un intercalante specifico per il DNA (Quanti-iT Reagent, Invitrogen 
Eugene, Oregon, USA). 
Per effettuare la misura vengono utilizzate apposite provette nelle quali viene posto il 
campione diluito in un buffer preparato al momento della quantificazione miscelando Quanti-
iT buffer e Quanti-iT Reagent, forniti con lo strumento. Ogni provetta viene mescolata con il 
Vortex per 2-3 secondi e successivamente incubata per 2 minuti a temperatura ambiente. Lo 
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strumento viene dapprima calibrato con uno standard specifico per il DNA fornito dal 
produttore; si procede quindi alla misura dei campioni. 
 
4.4 VERIFICA DELLA PRESENZA DELLA MUTAZIONE SOMATICA JAK2V617F 
La mutazione V617F consiste nella sostituzione di un unico nucleotide (G>T 1849) 
che comporta una modifica della sequenza aminoacidica della proteina con una fenilalanina al 
posto di una valina in posizione 617 (GenBank RefSeq AY973037). Tra le varie tecniche 
proposte per identificarla è stata scelta la PCR (Polymerase Chain Reaction) allele specifica 
(ASPCR), che garantisce una buona specificità e sensibilità. 
I primers utilizzati sono della ditta Sigma (Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA): 
 
- JAK2R1 (specifico): 5’-GTTTTACTTACTCTCGTCTCCACAAAA – 3’ 
- JAK2F: 5’-TCCTCAGAACGTTGATGGCAG – 3’ 
- JAK2R2 (controllo interno): 5’-ATTGCTTTCCTTTTTCACAAGAT – 3’ 
 
Il primer JAK2R1 è specifico per l’allele mutato perché presenta una A al posto di una C in 
3’; inoltre, per aumentare la specificità di questo primer, è stato inserito un mismatch 
intenzionale (C>A) al terzo nucleotide dal termine 3’; con il primer forward esso forma un 
amplificato di 284 paia di basi (pb) solo nei pazienti portatori della mutazione. Il secondo 
primer reverse (JAK2R2) è rappresentato da una sequenza nucleotidica più a valle della zona 
contenente la sostituzione e, con il forward, amplifica sia l’allele mutato che il wild type 
(amplificato di 458 pb): è pertanto utile come controllo interno per la PCR. 
Dopo elettroforesi su gel di agarosio 1.5%, la presenza della banda di 284 pb oltre alla banda 
di controllo (458 pb), identifica il paziente portatore della mutazione (Figura 13). 
Per ogni miscela di amplificazione, ai campioni oggetto di studio, sono stati affiancati un 
controllo positivo, corrispondente al DNA di un paziente portatore della mutazione, e un 
controllo negativo relativo ad un soggetto non portatore, allo scopo di identificare eventuali 
falsi negativi o positivi. 
La verifica dei due controlli è avvenuta tramite sequenziamento. 
Per la miscela di PCR sono stati utilizzati: Master Mix Promega 2X (contenente Taq 
polimerasi in appropriato buffer, dNTPs, MgCl2, blue dyes e yellow dyes), DNA (circa 
100ng), i primers (10μM) per un volume finale di 12.5μl. 
Denaturazione, appaiamento ad una temperatura di 60°C ed estensione sono stati ripetuti per 
40 cicli su termociclatore GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems, Foster City, 
CA,USA). 
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L’analisi dell’esone 12 del gene JAK2 viene effettuata tramite sequenziamento. Per la 
descrizione della metodica, i primers e le condizioni delle reazioni di amplificazione vedere 
paragrafo 4.7. 
 
 
Figura 13. PCR allele specifica per la mutazione JAK2V617F. 1-2-3) pazienti portatori della 
mutazione; 4-5) pazienti wild type; 6) marker di peso molecolare 
 
 
 
 
4.5 RILEVAZIONE QUANTITATIVA DI JAK2V617F MEDIANTE REAL TIME PCR 
Il JAK2 AS PCR kit - RQ (Experteam, Vega Park, Marghera, Ve) permette di 
effettuare la discriminazione quantitativa della variante genetica JAK2V617F nel gene Janus 
tyrosine kinase 2 mediante AS (Allele Specifica) Real Time PCR. 
La tecnica Real Time PCR si basa sull'utilizzo di una coppia di primers di cui uno specifico 
per l'allele wild type e l'altro specifico per l'allele mutato JAK2V617F. In condizioni stringenti 
solo un perfetto appaiamento tra primer e DNA target permette l’estensione da parte della 
DNA polimerasi nella reazione di PCR.  
La rilevazione del prodotto avviene mediante una sonda marcata all'estremità 5' con il reporter 
6FAM e all'estremità 3' con il quencher TAMRA ed avente sequenza comune ad entrambi gli 
alleli; quando la sonda è intatta il fluoroforo reporter eccitato dallo strumento trasferisce la 
sua energia tramite FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer), al quencher che 
l'assorbe. Durante la fase di elongazione della reazione di PCR, invece, l'attività 5'-3' 
esonucleasica della Taq polimerasi stacca il reporter della sonda; di conseguenza il quencher 
separato dal reporter non è più in grado di assorbirne la fluorescenza che viene così rilevata 
dallo strumento. In questo modo, il seguente segnale fluorescente generato durante 
l'amplificazione indica l'allele che è presente nel campione.  
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Il monitoraggio dell'intensità della fluorescenza durante la reazione di PCR (in tempo reale) 
permette la rilevazione e la quantificazione del prodotto amplificato che si va via via 
accumulando. 
L’analisi viene effettuata mediante lo strumento PCR Real Time System 7900 (Applied 
Biosystem, Foster City, CA,USA). 
La quantificazione dell’allele JAK2V617F e dell’allele wild-type (WT) si ottiene tramite 
interpolazione del Ct (cycle threshold) calcolato dal software nelle appropriate curve standard. 
Tali curve vengono costruite mediante l’utilizzo degli standard forniti dal kit costituiti da 
diluizioni plasmidiche seriali miste contenenti alleli JAK2V617F /alleli WT in diverse 
proporzioni. I risultati sono espressi come percentuale di alleli V617F sul totale degli alleli. 
 
Condizioni PCR  
 
 JAK2 Master Mix WT: 
 
Master Mix Vol. per reazione Vol. per 31 reazioni 
JAK2-RQ Master Mix. 12,5µl 387,5µl 
JAK2 AS WT 0,5 µl 15,5 µl 
H20 bidistil. 7,0 µl 217 µl 
Volume totale 20 µl 620 µl 
 
 JAK2 Master Mix MUT: 
 
Master Mix Vol. per reazione Vol. per 31 reazioni 
JAK2-RQ Master Mix. 12,5µl 387,5µl 
JAK2 AS MUT 0,5 µl 15,5 µl 
H20 bidistil. 7,0 µl 217 µl 
Volume totale 20 µl 620 µl 
 
Programma PCR  
 
1Hold 1 Hold 2 T° x 40 cicli 
50°C 95°C 95°C            63°C 
2 min 10 min 15 sec          1:30min 
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4.6 TEST DI CRESCITA DELLE COLONIE ERITROIDI SPONTANEE IN VITRO 
(EEC) 
Il test viene eseguito ponendo una sospensione cellulare di linfo-monociti, 
precedentemente separati da sangue intero eparinato mediante gradiente in Histopaque 1077, 
in una matrice semisolida come la metilcellulosa, addizionata con nutrienti e citochine, 
successivamente posta in incubatore a 37°C e 5% di CO2 per 14-16 giorni. La metilcellulosa è 
un polimero relativamente stabile, dotato di buona trasparenza ottica che permette una 
migliore crescita di cellule della linea eritroide rispetto ad altri tipi di matrici. Questo fa si che 
in tali terreni di coltura crescano prevalentemente colonie eritroidi, ma in parte anche le altre 
linee cellulari sono evidenziabili. Per quanto riguarda la linea eritroide, i primi progenitori 
identificabili sono: BFU-E (Burst Forming Unit-Erythroid)  CFU-E (Colony Forming Unit-
Erythroid)  eritroblasti.  
Le cellule vengono classificate attraverso riconoscimento morfologico di uno o più tipi 
cellulari appartenenti alla linea ematopoietica presenti nella coltura. La valutazione delle 
colonie viene fatta in situ mediante microscopio ottico invertito. 
In particolare vengono definite Endogenous Erythroid Colonies (EEC) le colonie che 
crescono in terreno non addizionato con 3 mU/mL di EPO. Una coltura di controllo viene 
sempre allestita addizionando il terreno con 3 mU/mL di EPO. Gli altri fattori di crescita 
inseriti nel terreno di coltura sono: 
• GM-CSF : granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
• SCF : stem cell factor 
• IL-3  
• FCS  
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Figura 14. Test di crescita delle EEC e coltura di controllo 
 
 
4.7 STUDIO GENETICO DEI GENI MPL, TPO, EPOR, EX12JAK2, PHD2, HIF2α E 
VHL 
Lo studio genetico di questi geni ha inizio con l’applicazione della PCR che permette 
di amplificare selettivamente sequenze specifiche di DNA a partire da due piccole sequenze 
oligonucleotidiche lunghe circa 18-22pb (primers) che fungono da inneschi per la polimerasi 
utilizzata. 
Si è scelto di amplificare solo il tratto genico nel quale sono presenti le mutazioni individuate 
dalla letteratura. 
Per la miscela di PCR sono stati utilizzati: Master Mix Promega 2X (contenente Taq 
polimerasi in appropriato buffer, dNTPs e MgCl2), primer forward e reverse (10μM), DNA 
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(circa 100ng) e acqua per un volume finale di 12,5 μl. Solo nel caso del gene MPL nella mix è 
stato opportuno aggiungere DMSO (8% finale) per una migliore amplificazione. 
Le reazioni di amplificazione sono state eseguite a temperature di appaiamento e numero di 
cicli per denaturazione, appaiamento ed estensione, secondo quanto riportato in tabella X su 
termociclatore Applied Biosystem (GeneAmp PCR System 2700).  
 
Tabella X. Primers e condizioni delle reazioni di amplificazione per lo studio delle sequenze 
esoniche 
PRIMERS ESONE 
TEMPERATURA DI 
APPAIAMENTO 
NUMERO 
DI CICLI 
EPOR 1F  5’ – gcctctatgactgggagtgg – 3’ 
EPOR 3R  5’ – ctgagagaggcctcgccat – 3’ 
8 60°C per 1’30” 40 
MPL F 5’ – gacgctgggctatcgaag – 3’ 
MPL R 5’ – ccaagaatgcctgtttaca – 3’ 
10 57°C per 1’ 35 
TPO0 F 5’ – atttggatagccagggagtga – 3’ 
TPO0 R 5’ – ttctccacaaaggtcagtgcc – 3’ 
1 (5’UTR) 60°C per 40” 35 
TPO1 F 5’ – caggctggtcagcatctcaa – 3’ 
TPO1 R 5’ – gggttagggtggccaagctgaa – 3’ 
2 (5’UTR) 60°C per 40” 35 
HIF2A F  5’ – tgacacagccaagtctgagg – 3’ 
HIF2A R  5’ – gtatcagatggctggggaga – 3’ 
12 60°C per 1’30” 
 
40 
VHL 1F  5’ – agcgcgttccatcctcta – 3’ 
VHL 1R  5’ – gcttcagaccgtgctatcgt –  3’ 
1 
 
60°C per 50” 
 
40 
VHL 2F  5’ –  ctcccaaagtgctgggatta – 3’ 
VHL 2R 5’ – tggataacgtgcctgacatc – 3’ 
2 
 
60°C per 50” 
 
40 
VHL 3F  5’ – gcaaagcctcttgttcgttc – 3’ 
VHL 3R 5’ – caaaaatgccaccaccttct – 3’ 
3 
 
60°C per 50” 
 
40 
PHD2 1AF 5’ – gcacaggccctattctctca – 3’ 
PHD2 1AR 5’ – ggcctttacttttcccttgg – 3’ 
1 60°C per 40” 35 
PHD2 1BF 5’ – ggccaagggaaaagtaaagg – 3’ 
PHD2 1BR 5’ – gaagtcgtccaccacacaga – 3’ 
1 60°C per 40” 35 
PHD2 1CF 5’ – tctgtgtggtggacgacttc – 3’ 
PHD2 1CR 5’ – ccttacggggagctacacaa – 3’ 
1 60°C per 40” 35 
PHD2 2F 5’ – tcttgtgttccctataaatgttaatgt – 3’ 
PHD2 2R 5’ – tccactcctaatacctgagactga – 3’ 
2 60°C per 40” 35 
PHD2 3F 5’ – ttgtccttgcatcagtgccat – 3’ 
PHD2 3R 5’ – cagattccctcctgtcctacc – 3’ 
3 60°C per 40” 35 
JAK2 F 5’ – actcctctttggagcaattcat - 3’ 
JAK2 R 5’ – cacaaggttggcatatttttca – 3’ 
12 60°C per 40” 35 
 
I prodotti di amplificazione sono stati separati mediante elettroforesi in gel di agarosio 1.5% 
in TBE 1X con etidio bromuro 1mg/ml e confrontati con dei marker di peso molecolare.  
Su ogni campione è stato eseguito il sequenziamento vero e proprio.  
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L’amplificato è stato purificato con ExoSAP-IT (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA), un 
enzima in grado di rimuovere i primers in eccesso, i frammenti di DNA a singolo filamento e 
i dNTPs liberi in soluzione. A 1μl di prodotto di PCR si aggiunge 1μl di enzima; la mix così 
ottenuta è incubata in tremociclatore a 37°C per 15 minuti per il trattamento, quindi a 80°C 
per 15 minuti per l’inattivazione dell’enzima. L’amplificato purificato è stato sequenziato con 
la tecnica Fluorescent Dideoxy BigDye Terminator (Applied Biosystem, Foster City, 
CA,USA). Alla mix precedente vengono quindi aggiunti il primer specifico e 2μl di BigDye 
Terminator per un totale di 10μl di volume finale. Il BigDye contiene, oltre alla polimerasi, 
dNTPs e ddNTPs, ad ognuno dei quali è legato un fluorocromo diverso. Questi ultimi, 
mancando del gruppo ossidrilico al 3’, bloccano l’estensione dei frammenti; i frammenti così 
ottenuti sono di diversa lunghezza a seconda dell’istante in cui viene inserito il ddNTP. La 
reazione consiste di 30 cicli di denaturazione a 96°C per 10 secondi, appaiamento a 60°C per 
5 secondi, estensione a 60°C per 4 minuti, in un termociclatore.  
I prodotti marcati sono stati successivamente purificati con delle colonne GE Healthcare 
(Buckinghamshire, UK) e i DNA recuperati sono stati risospesi in formamide (diluizione 
DNA : Formamide = 1:5) e caricati nel sequenziatore ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystem, Foster City, CA,USA). Gli elettroferogrammi ottenuti sono stati 
analizzati mediante il programma Chromas Lite.  
Sono stati sequenziati anche 50 casi di controllo nel caso di riscontro di polimorfismi. 
 
4.8 STUDIO DEL GENE ERG 
Lo studio dell’espressione di ERG è stato condotto tramite Real Time PCR. 
Dopo la separazione cellulare, il fondello di polimorfonucleati è riposto in ghiaccio e subito 
risospeso in RNAzol (Duotech, Friendswood, Tex, USA) in quantità di 1 ml ogni 5-10 milioni 
di cellule nucleate. Si aggiungono 200 µl di cloroformio, si agita bene al vortex per 15 
secondi e si lascia in ghiaccio per 5 minuti, quindi si centrifuga per 15 minuti a 12000 rpm a 
4°C. Questo passaggio permette la separazione di una fase acquosa, in cui è dissolto l’RNA. 
Con una micropipetta si raccoglie la parte acquosa superficiale contenente l’RNA, facendo 
attenzione a non inquinarla con l’anello proteico che la separa dalla fase fenolica sottostante. 
Si aggiunge un ugual volume di isopropanolo, si agita bene e si pone a precipitare per almeno 
30 minuti a -20°C. in seguito si centrifuga per 15 minuti, a 12000 rpm a 4°C. Si elimina il 
surnatante. Per rimuovere i sali si effettuano due lavaggi del pellet con 1 ml di etanolo al 75% 
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centrifugando per 15 minuti a 12000 rpm a 4°C. Il pellet è poi lasciato asciugare in 
essiccatore per 1 minuto ed infine risospeso in acqua DEPC nel volume desiderato.  
Si procede con la retrotrascrizione in cDNA ad opera di una trascrittasi inversa che svolge 
un’attività DNA polimerasica RNA dipendente in direzione 5’3’ ad alta processività e priva 
di attività RNasica in modo da non degradare lo stampo. 
I primers impiegati in questa reazione sono costituiti da esameri random che si ibridano in 
maniera casuale al templato fornendo più siti di innesco alla polimerasi. Un volume di RNA 
pari ad 1 µg viene diluito in 12 µl di acqua DEPC e posto a denaturare per 3 minuti a 75°C. si 
procede aliquotando nel campione 13 µl della Mix di reazione la cui composizione è riportata 
nella tabella XI. 
 
Tabella XI. Composizione della mix di reazione di retrotrascrizione per un campione 
RNase Inhibitor 0,5 µl 
Esameri random 0,5 µl 
Buffer 5 µl 
dNTPs 5 µl 
DTT 2 µl 
Reverse Transcriptase 1 µl 
Volume finale 14 µl 
 
La reazione viene condotta con il seguente ciclo termico: 10 minuti a 20°C, 1 ora a 37°C, 5 
minuti a 95°C. i campioni vengono poi conservati a -20°C. 
Il cDNA ottenuto è utilizzato per quantificare l’espressione del gene ERG usando una PCR 
quantitativa. In particolar modo è stata adottata la tecnologia TaqMan. Lo strumento 
impiegato in questa metodica è l’ABI PRISM 7900HT System. Per l’esperimento si utilizza 1 
µl di retrotrascritto e 19 µl della Mix di reazione riportata in tabella XII. L’amplificazione 
viene condotta ad una temperatura di melting di 60°C. In tabella XIII viene riportata la 
sequenza dei primers utilizzati. 
 
Tabella XII. Composizione della mix di reazione di PCR quantitativa. 
Universal Master Mix 10 µl 
Forward Primer 0,1 µl 
Reverse primer 0,1 µl 
Probe 0,2 µl 
H20 8,6 µl 
Volume finale 19 µl 
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Tabella XIII. Sequenza dei primers utilizzati nella Real-Time PCR. 
ERG FORWARD 5’-TCTTCAGAGAAGCCATTATCTG-3’ 
ERG REVERSE 5’-TTCAAAGTTATGTACCAGGTATGTC-3’ 
ERG PROBE FAM-CCAGGCAGTGGCCA-TAMRA 
 
La tappa fondamentale è la scelta del gene housekeeping, fondamentale come gene di 
riferimento per poter quantificare l’espressione del gene in studio. Si è cercata una serie di 
geni che fossero espressi a livelli elevati nei polimorfonucleati. La letteratura riporta uno 
studio che suggerisce la possibilità di utilizzare 10 geni housekeeping. Dopo diverse prove è 
stato scelto il gene ACTB (beta actina) per l’analisi dei dati. In tabella XIV viene riportata la 
sequenza dei primers di ACTINA utilizzati.  
 
Tabella XIV. Primers ACTINA  utilizzati nella Real-Time PCR. 
 
ACTINA FORWARD 5’-GGACATCCGCAAAGACCTGTA-3’ 
ACTINA REVERSE 5’-TGCATCCTGTCGGCAATG -3’ 
ACTINA PROBE FAM-CTGGCGGCACCACCATGTACCCT -TAMRA 
 
A reazione completata i dati vengono analizzati con il metodo comparativo dei ΔΔCt, dove il 
Ct rappresenta il ciclo soglia. Questo modello si basa sulla quantificazione relativa del cDNA 
in esame rispetto ad un campione di riferimento, scelto come calibratore. Per questo studio 
come calibratore si sono utilizzati pazienti sani in età pediatrica. Come già detto l’espressione 
genica è normalizzata sull’espressione del gene housekeeping. 
Applicando il metodo del ΔΔCt, la quantità di espressione relativa del trascritto di ERG si 
calcola come RQ=2
-ΔΔCt, dove il ΔΔCt viene ricavato come segue: 
 
ΔΔCt = ΔCt1- ΔCt2 
 
Dove 
 
ΔCt1 = Ct medio ERG – Ct medio ACTINA 
Del campione in esame 
 
ΔΔCt2 = Ct medio ERG – Ct medio ACTINA 
Del campione scelto come calibratore. 
 
Il parametro RQ ci dice di quante volte in più è espresso il gene in studio nei pazienti 
analizzati rispetto ai controlli sani. Se RQ=1 l’espressione di ERG nei pazienti è uguale a 
quella dei controlli sani; se RQ<1 l’espressione di ERG nei pazienti è inferiore rispetto a 
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quella nei controlli; se RQ>1 l’espressione di ERG nei pazienti è maggiore rispetto a quella 
nei controlli. 
 Per l’analisi statistica è stato utilizzato il test di Spearman. L’indice di correlazione R 
per ranghi di Spearman è una misura statistica non parametrica della correlazione tra due 
variabili per le quali non si fa altra ipotesi che non la misura ordinale, ma possibilmente 
continua. 
 
4.9 VALUTAZIONE DELLA LUNGHEZZA DEL TELOMERO 
La lunghezza del telomero viene valutata utilizzando la tecnica del Southern Blot. 2 µg 
di DNA vengono digeriti da una mix di enzimi, Hinf I (20 U) e Rsa I (20 U; Roche 
Diagnostic, Mannheim, Germany), incubandoli a 37°C per 2 ore. I frammenti di DNA 
vengono separati mediante una corsa elettroforetica su un gel d’agarosio allo 0,8% in 1X Tris-
acetate-EDTA running buffer. Si utilizza una membrana di nylon carica positivamente per 
trasferire il DNA separato tramite elettroforesi. Dopo il trasferimento, avvenuto durante la 
notte, la membrana viene esposta ai raggi UV per fissare i frammenti di DNA. Per la fase di 
ibridazione si utilizza il kit TeloTAGGG Telomere Length Assay (Roche Diagnostic). La 
membrana viene immersa in una soluzione pre-ibridizzante per 2 ore a 62°C in agitazione e 
poi incubata per 3 ore alla stessa temperatura nella soluzione ibridizzante (2 µL di sonda 
telomero-specifica marcata con digossigenina [DIG] aggiunta alla soluzione pre-ibridizzante). 
Dopo l’ibridizzazione, la membrana viene lavata due volte per 5 minuti a temperatura 
ambiente in stringent wash buffer I (2X SSC, 0,1% SDS) e successivamente avvengono altri 
due lavaggi da 20 minuti a 37°C stringent wash buffer II (0.2X SSC, 0,1% SDS). 
In seguito, la membrana viene posta in una soluzione che blocca i siti aspecifici per il legame 
dell’anticorpo per 30 minuti, dopo i quali si aggiunge l’anticorpo specifico per la 
digossigenina coniugato covalentemente alla fosfatasi alcalina per altri 30 minuti. 
Infine, si aggiunge il substrato chemiluminescente CDP-Star sulla membrana per stimolare la 
fosfatasi alcalina a produrre una reazione chemiluminescente. Questa emissione servirà per 
impressionare la lastra  che infine verrà scannerizzata e analizzata utilizzando il software 
Quantity One (BioRad). 
Per ogni “strisciata” (“smear”) di telomero si misura il punto massimo di intensità che 
rappresenta la maggior concentrazione di ripetizioni di frammenti telomerici. 
La lunghezza del telomero è stata valutata sui granulociti di pazienti con malattie 
mieloproliferative, paragonandoli a quelli di soggetti sani.  
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5. RISULTATI 
 
5.1 ERITROCITOSI 
5.1.1 Studio biologico molecolare di JAK2 
Lo studio sull’esone 14 del gene JAK2 mediante PCR allele-specifica è stato effettuato 
in 51 bambini (44 maschi e 7 femmine): la mutazione V617F è stata trovata in 1 ragazza (2%) 
di 17 anni con burden allelico pari al 45%. 
In nessuno dei 40 tra i 51 casi con JAK2-WT in cui sono state ricercate, sono state trovate 
mutazioni dell’esone 12 di questo gene. 
 
5.1.2 Crescita in vitro delle colonie eritroidi spontanee (EEC) 
Abbiamo osservato la crescita spontanea di EEC in due casi: una era la ragazza 
portatrice della mutazione JAK2V617F; l’altro un maschio che non presentava mutazioni del 
gene JAK2 né a carico dell’esone 14 né dell’esone 12. 
La EEC sono state ricercate anche in altri 25 pazienti JAK2-WT ma senza successo. 
Pertanto le EEC spontanee sono state trovate nel 7,4% dei casi da noi studiati. 
 
Figura 15. Immagine al microscopio invertito di colonie eritroidi spontanee, cresciute in vitro 
senza addizione di EPO nel terreno di coltura. Si noti come i cluster di cellule siano ben 
evidenziate. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella XV. Sintesi dei risultati degli studi culturali e bio-molecolari per la ricerca di malattie 
mieloproliferative nei bambini con eritrocitosi. 
 PRES/ASS (%) 
Mutazione JAK2V617F 1/50 (2) 
Mutazioni Esone12JAK2 0/40 (0) 
EEC spontanee 2/25 (7,4) 
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5.1.3 Studio biologico-molecolare di geni diversi da JAK2 
Tra i 50 pazienti nei quali non è stata trovata alcuna mutazione di JAK2, in base ai livelli di 
EPO sierica sono state ricercate mutazioni a carico del recettore dell’EPO o dei geni coinvolti 
nell’oxigen-sensing-pathway. 
Il sequenziamento del gene EPOR è stato effettuato in 41 dei 50 casi JAK2WT (82%) e 
nessuno è risultato portatore di mutazioni. In particolare, il gene EPOR è risultato WT nel 
bambino che sviluppa EEC spontanee e nei tre fratelli con eritrocitosi. 
Per quanto concerne lo studio dei geni dell’oxigen-sensing-pathway, il gene VHL è stato 
sequenziato in 29 casi (58% dei casi), il gene HIF2α in 31 (62%) ed il gene PHD2 in 17 
(34%). In tre dei casi analizzati sono state trovate mutazioni di VHL (10,3%): 2 pazienti 
portavano mutazioni eterozigoti (uno a carico dell’esone 1 e l’altro a carico dell’esone 2), il 
terzo bambino aveva una mutazione omozigote a carico dell’esone 3. 
Non sono state osservate mutazioni del gene HIF2α nei 31 casi analizzati, ma due pazienti 
esibivano il polimorfismo Ala611Ala e 3 il polimorfismo Asn636Asn che non portano a 
sostituzione aminoacidica. 
L’analisi del gene PHD2 non ha evidenziato nessuna mutazione a carico di questo gene; solo 
un paziente presentava un polimorfismo Cys127Ser sull’esone 1 del gene PHD2. Tale 
polimorfismo è presente anche in un certo numero di controlli normali studiati  
 
Tabella XVI. Sintesi dello studio bio-molecolare dei 50 bambini con eritrocitosi che non 
presentavano mutazione JAK2V617F . 
 
Geni Mutazioni 
PRES/ASS (%) 
Polimorfismi 
PRES/ASS (%) 
EPOR 0/41 (0) 0/41 (0) 
VHL 3/26 (10,3) 0/29 (0) 
HIF2α 0/31 (0) 5/26 (16,1) 
PHD2 0/17 (0) 1/16 (5,9) 
 
5.1.4 CASI PARTICOLARI 
5.1.4.1 CASI CON EEC SPONTANEE JAK2-WT 
Nel caso del bambino con eritrocitosi che ha sviluppato EEC spontanee senza essere 
portatore di alcuna mutazione di JAK2, sono state ricercate senza successo mutazione sia 
dell’EPOR che dei geni dell’oxigen-sensing- pathway. Il paziente ha livelli elevati di 
eritropoietina sierica (167UI) ed è clinicamente asintomatico. 
39 
 
5.1.4.2 MUTAZIONI DI VHL 
Nel primo paziente con mutazione di VHL la mutazione è c.244CT (Arg82Cys), 
cioè una sostituzione di base in posizione 244 del primo esone che determina la sostituzione 
di un’arginina con una cisteina in posizione 82 della proteina.  
Il secondo paziente invece è portatore della mutazione c.430GA (Gly144Arg), una 
sostituzione della base 430 dell’esone 2 che conduce alla sostituzione della glicina 144 con 
una arginina (Figura 16).  
 
Figura 16. A) Sequenze della mutazione situata nell’esone 1 del gene VHL in cui c’è la 
sostituzione della base C con la base T in posizione 244 (Arg82Cys); B) Sequenza della 
mutazione situata nell’esone 2 del gene VHL con sostituzione della base G con una A in 
posizione 430 (Gly144Arg). 
     A)                                                          B) 
 
 
In entrambi i pazienti è stato identificato inoltre un polimorfismo sull’esone 12 del gene 
HIF2α che non porta a sostituzione aminoacidica (Ala611Ala) mentre non si sono 
documentate alterazioni di PHD2. 
Abbiamo studiato dal punto di vista bio-molecolare, i parenti dei due pazienti portatori delle 
mutazioni di VHL (tra loro non parenti). La madre e la sorella del paziente con mutazione 
c.430GA (Gly144Arg) sono risultate portatrici della stessa mutazione ed il padre ed il 
fratello del caso con mutazione c.244CT (Arg82Cys) sono portatori della medesima 
alterazione genica. Nessuno dei parenti dei due propositi, compresi coloro che portano la 
mutazione di VHL, sono affetti da eritrocitosi (Figura 17).  
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Figura 17. A) Albero genealogico della famiglia con mutazione Gly144Arg; B) Albero 
genealogico della famiglia con mutazione Arg82Cys. I quadrati rappresentano i maschi e i 
cerchi rappresentano le femmine. I simboli neri rappresentano gli individui con mutazione 
affetti da eritrocitosi, i simboli gialli rappresentano gli individui con mutazione non affetti e i 
simboli bianchi rappresentano gli individui senza mutazione non affetti. 
 
                           A)                                               B) 
                                                        
 
Il terzo paziente presenta la mutazione c.598CT (Arg200Trp), cioè una sostituzione della 
base 598 che determina la sostituzione dell’aminoacido arginina con l’aminoacido triptofano 
(Figura 18). Questa mutazione è presente in questo paziente con eritrocitosi in omozigosi, 
mentre i due fratelli asintomatici risultano rispettivamente eterozigote per la stessa mutazione 
e wild-type (Figura 19). 
La mutazione di questa famiglia è già stata descritta. 
 
Figura 18. Sequenze della mutazione in omozigosi situata nell’esone 3 del gene VHL in cui 
c’è la sostituzione della base C con la base T in posizione 598 (Arg200Trp). 
 
Figura 19. Albero genealogico della famiglia con mutazione Arg200Trp. I quadrati 
rappresentano i maschi ed i cerchi rappresentano le femmine. I simboli neri rappresentano gli 
individui con mutazione affetti da eritrocitosi, i simboli gialli rappresentano gli individui con 
mutazione non affetti, i simboli bianchi rappresentano gli individui senza mutazione non 
affetti e i simboli grigi rappresentano gli individui non studiati. 
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5.2 TROMBOCITOSI 
5.2.1 Studio biologico molecolare di JAK2 
La mutazione JAK2V617F è stata ricercata in 98 pazienti (40 maschi, 58 femmine) con 
trombocitosi. La mutazione è stata trovata in 11 bambini (4 maschi e 7 femmine)(11,2%). La 
media dell’allele burden è 27,1%±11.1 (range 15-40 %). 
Confrontando l’età dei pazienti, si è osservato che i casi portatori di mutazione JAK2V617F 
(12,5±5,2 anni) hanno età significativamente (p<0,02) più elevate dei casi WT (8,6±5,1 anni) 
(Figura 20). 
 
Figura 20. Confronto tra l’età dei pazienti con trombocitosi portatori di mutazione 
JAK2V617F e quella dei pazienti JAK2 wild-type (p<0,02). 
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5.2.2 Crescita in vitro delle colonie eritroidi spontanee (EEC) 
La ricerca delle EEC spontanee è stata eseguita in 28 pazienti. In 3 dei 4 pazienti 
JAK2V617F studiati (75%) il test è risultato positivo, mentre il test è stato negativo in tutti i 
24 pazienti JAK2 wild-type. 
 
5.2.3 Studio biologico molecolare di MPL 
Lo studio del gene MPL è stato condotto su 87 pazienti (88,8%) (6 JAK2V617F e 81 
JAK2WT). 
Un solo bambino JAK2WT è risultato portatore di mutazione somatica W515L (Figura 21).  
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In una bambina invece è stata dimostrata la mutazione germinale S505N (Figura 21): 
l’approfondimento nella famiglia ha permesso di dimostrare che tale mutazione è presente 
anche nella madre e nel nonno (Figura 22). Tanto la madre che la proposita presentano un 
elevato numero di piastrine e accusano cefalea, mentre il nonno, pure mutato, non presenta 
trombocitosi né altri sintomi.  
 
Figura 21. A) Sequenze della mutazione MPLW515L in cui si vede la sostituzione della base 
G con una T in posizione 1544; B) Sequenza della mutazione MPL S505N determinata dalla 
sostituzione della base G con una A in posizione 1073. 
A)                                                                       B) 
 
Figura 22. Albero genealogico della famiglia con mutazione MPLS505N. I quadrati 
rappresentano i maschi ed i cerchi rappresentano le femmine. I simboli neri rappresentano gli 
individui con mutazione affetti da piastrinosi, i simboli gialli rappresentano gli individui con 
mutazione asintomatici ed i simboli grigi rappresentano gli individui non studiati. 
 
 
Nella tabella XVII sottostante si riassumono i risultati per questi pazienti pediatrici con 
trombocitosi. 
 
Tabella XVII. Risultati delle indagini effettuate sui 98 pazienti pediatrici con trombocitosi. 
 PRES/ASS (%) 
JAK2V617F 11/87 (11,2) 
MPL 2/85 (2,3) 
EEC 3/25 (10,7) 
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5.3. ESPRESSIONE DI ERG  
L’espressione di ERG è stata valutata in 19 pazienti con eritrocitosi ed in 15 pazienti 
con trombocitosi. I valori ottenuti nei pazienti sono stati comparati con quelli di 14 controlli 
sani.  
I risultati dei marcatori genetici studiati sono riassunti in tabella XVIII. 
 
Tabella XVIII. Caratteristiche dei pazienti con eritrocitosi e trombocitosi selezionati per lo 
studio del gene ERG. 
ERITROCITOSI 
MUTAZIONE N° PAZIENTI SESSO 
JAK2V617F e Esone12JAK2 0 / 
EPOR 0 / 
VHL 1 M 
HIF2α 0 / 
PHD2 0 / 
PIASTRINOSI 
MUTAZIONE N° PAZIENTI SESSO 
JAK2V617F 4 2M/2F 
MPLW515L 1 1M 
MPLS505N 0 / 
 
Tra i bambini con eritrocitosi l’overespressione di ERG si osserva solo in 4 casi, con un range 
di RQ uguale a 1,65-58 (RQ medio=16,1±28,2) Uno di questi pazienti è il ragazzo con 
mutazione Gly144Arg del gene VHL, mentre negli altri tre pazienti non è stata identificata 
nessuna causa di eritrocitosi. 
I restanti 15 pazienti mostrano tutti una scarsa espressione di ERG. 
In figura 23 si riporta l’espressione di ERG in questi 19 pazienti. 
 
Figura 23. Espressione di ERG nelle eritrocitosi. ERG risulta overespresso (RQ>1) in 4 
pazienti, mentre l’espressione risulta bassa (RQ<1) in 15 pazienti. 
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In questi 19 pazienti è stata considerata la correlazione tra ERG e i parametri Hb e la conta 
leucocitaria (Tabella XIX). 
 
Tabella XIX. Correlazione tra l’espressione di ERG e i principali parametri clinici considerati 
nei pazienti affetti da eritrocitosi. 
 
 
Analizzando i dati con Spearman non è stata dimostrata correlazione statisticamente 
significativa tra l’espressione di ERG e i parametri clinici considerati. 
Tra i 15 pazienti con trombocitosi studiati, 4 presentano la mutazione JAK2V617F, 10 
sono JAK2WT ed MPLWT e uno ha la mutazione somatica MPLW515L. 
ERG è risultato overespresso in 7 pazienti esaminati (46%) con valore RQ medio di 2,62±0,91 
(Figura 24). Dei 4 pazienti positivi per la mutazione JAK2V617F, 3 hanno mostrato 
overespressione di ERG (75%). Il caso con mutazione MPLW515L ha invece una scarsissima 
espressione di ERG (RQ=0,18). 
 
Figura 24. Espressione di ERG nei pazienti con trombocitosi. Si osserva overepressione di 
ERG (RQ>1) in 7 casi, mentre l’espressione di ERG (RQ<1) risulta bassa in 8 casi. 
 
 
 
 
CONFRONTO CORRELAZIONE DI SPEARMAN p-value 
RQ vs GB -0,01 0,9 
RQ vs HB -0,22 0,3 
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La distribuzione dei casi con positività per la mutazione di JAK2V617F o MPLW515L e 
espressione di ERG è riassunta in tabella XX. 
 
Tabella XX. Distribuzione dei casi con positività per le mutazioni nei geni JAK2 e MPL ed 
espressione di ERG 
 
 RQ>1 RQ<1  
JAK2V617F 3 1 75% 
JAK2WT 4 6 40% 
MPLW515L 0 1 0% 
 
Comparando l’espressione di ERG nei pazienti portatori di mutazione JAK2V617F con quella 
dei casi Wild Type, non abbiamo trovato differenze significative (p-value=0,09). Tuttavia, 
l’overespressione è più comune nei casi mutati. In particolare, i due casi mutati con 
complicanze trombotiche maggiori overesprimono ERG ad alti livelli (RQ1=2,41, 
RQ2=13,47). 
Abbiamo inoltre cercato una correlazione tra espressione di ERG e le conte 
piastriniche e leucocitarie. Non è stata trovata correlazione statisticamente significativa al test 
di Spearman (tabella XXI). 
 
Tabella XXI. Correlazione tra espressione di ERG e conte piastriniche e leucocitarie 
 
CONFRONTO CORRELAZIONE DI SPEARMAN p-value 
RQ vs PLTS -0,15 0,6 
RQ vs GB 0,26 0,3 
PLTS vs GB 0,11 0,7 
 
Per quanto riguarda la conta piastrinica, va detto che essa è elevata in tutti i pazienti, con un 
valore medio di 1.595.385/mmc.  
Per quanto riguarda la conta leucocitaria, parametro considerato probabilmente correlato alle 
complicanze trombotiche (54), si evidenzia una tendenza verso una overespressione di ERG in 
caso di globuli bianchi superiori a 10x10
9
/L, anche se non risulta statisticamente significativa 
(Tabella XXII e Figura 25). 
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Tabella XXII. Distribuzione dei casi con elevata conta leucocitaria ed espressione di ERG 
 
 RQ>1 RQ<1  
GB<10.000 3 6 33% 
GB>10.000 4 2 66% 
 
Figura 25. Distribuzione dell’espressione di ERG e conta leucocitaria. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.4. TELOMERI 
L’analisi dei telomeri è stata effettuata in 37 bambini: 2 con ET JAK2V617F, 15 
probabili ET JAK2WT, 1 PV (gruppo1), 12 eritrocitosi (gruppo 2) e 7 trombocitosi (gruppo 
3). Non sono state individuate altre mutazioni per questi pazienti. Come controlli sono stati 
utilizzati 11 bambini sani (gruppo 4). I 4 gruppi di studio considerati sono stati scelti in modo 
di aver all’incirca lo stesso numero di pazienti per ogni gruppo. 
La lunghezza dei telomeri osservata nei bambini è stata comparata con quella di 66 PV e 55 
ET in adulti. 
La lunghezza media dei telomeri dei bambini con MPN (ET + PV) è pari a 8472pb ± 
2140, nelle eritrocitosi è di 9540pb ± 2298, nelle trombocitosi risulta di 9882pb ± 2456 e nei 
controlli sani 9093pb ±1008. Gli adulti normali hanno telomeri di 7086pb, mentre gli adulti 
con MPN hanno telomeri di 6000pb (tabella XXIII). 
 
Tabella XXIII. Valori medi della lunghezza del telomero nei bambini e negli adulti con MPN 
e nei controlli sani. 
 
 
 
 
 
 
 MPN Controlli p-value 
Bambini 8472pb ± 2140 9093pb ± 1008 0.07 
Adulti 5890pb ± 1305 7330 ± 1574 <0,0001 
p-value <0,0001 <0,0001  
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La lunghezza dei telomeri degli adulti è significativamente minore di quella trovata nei 
bambini sia tra pazienti con MPN che nei controlli sani (Figura 26).  
 
Figura 26. Lunghezza del telomero nei 19 bambini e nei 121 adulti con MPN (ET e PV). Si 
riscontra una differenza molto significativa (p<0,0001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La lunghezza dei telomeri dei bambini con MPN non è statisticamente diversa dai controlli 
(p-value=0,07), ma si apprezza un trend in tale senso (Figura 27). 
 
Figura 27. Comparazione tra la lunghezza del telomero dei diversi gruppi di bambini 
considerati. 1) bambini con MPN (TE+PV); 2) bambini con eritrocitosi; 3) bambini con 
trombocitosi 4) bambini sani. Non si evidenzia differenza statistica significativa, ma il gruppo 
delle MPN sembra mostrare un trend verso una maggiore riduzione dei telomeri. 
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I 3 bambini con mutazione JAK2V617F hanno rispettivamente lunghezze di telomeri pari a 
10345 pb, 7348 pb (nei due casi con TE) e 6042 pb (nella bambina con PV).  
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6. DISCUSSIONE  
 
Le malattie mieloproliferative croniche (MPD), oggi classificate tra le neoplasie 
mieloproliferative (MPN), sono malattie clonali caratterizzate da una emopoiesi esagerata che 
sfocia nella presenza di un elevato numero di cellule non-linfoidi e/o di piastrine nel sangue 
periferico.  
Tali patologie hanno un decorso clinico prolungato complicato non di rado da eventi 
trombotici ed emorragici nonché dalla possibile trasformazione in mielofibrosi e/o leucemia 
(22). 
Nella maggioranza dei casi di MPN è stata identificata la presenza della mutazione V617F nel 
gene della Janus Kinase 2 (JAK2) (4,5,6,7,8), una proteina coinvolta nella trasduzione del 
segnale intracitoplasmatico. Sono poi stati trovati altri marcatori biologici meno comuni: 
mutazioni dell’esone 12 della stessa JAK2 (25) presente nel 5% dei casi di policitemia vera 
(PV) e del recettore della trombopoietina (MPL)(55) presente nel 3 % dei casi di 
trombocitemia essenziale (ET) e nel 5% dei casi di mielofibrosi (PMF) (56).  
L’interesse per le MPN pediatriche è cresciuto negli ultimi tempi, ma le attuali 
conoscenze nel campo di tali rare patologie sono scarse e i comportamenti diagnostici e 
terapeutici per lo più mutuati dall’esperienza dell’adulto.  
Le eritrocitosi sono caratterizzate dalla espansione del compartimento eritroide cui 
consegue l’incremento di emazie, emoglobina ed ematocrito nel sangue periferico. Le più 
comuni cause di eritrocitosi assoluta (14) nel bambino sono le malattie renali (tumori, 
trapianti, malformazioni), le cardiopatie cianotizzanti, i tumori producenti EPO 
(emangioblastomi, adenomi, epatici) e la sindrome di Down. Le forme congenite di 
eritrocitosi secondaria sono dovute ad emoglobine patologiche ad alta affinità per l’ossigeno, 
a deficit di 2-3 difosfoglicerato o a mutazioni dei geni dell’oxigen-sensing pathway (VHL, 
HIF2α, PHD2) (57,58,59). L’eritrocitosi primaria, dovuta all’espansione del compartimento 
eritroide indipendente dallo stimolo di EPO, è estremamente rara nei bambini (14). Tra queste 
forme sono comprese la policitemia primitiva familiare-congenita (PFCP) legata a mutazioni 
del gene del recettore di EPO (EPO-R) e la PV, ovvero l’unica eritrocitosi primaria clonale 
acquisita. Rarissimi sono i casi di policitemia vera (PV) pediatrica (solo 18 casi)(14, 42) con 
ematocrito prevalentemente > 65%. Le mutazioni di JAK2 (10 V617F e 2 a carico dell’esone 
12) sono state trovate in 12 dei 17 bambini in cui sono state ricercate. 
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Un elevato numero di piastrine è necessario per la diagnosi di TE. Un numero di 
piastrine eccedenti 500-600x109/L è molto comune nei bambini (31), tanto che una 
trombocitosi reattiva/secondaria si trova nel 5-6% dei bambini ospedalizzati (60) dovuta a 
infezioni acute e croniche, deficit di ferro, farmaci, sindrome di Kawasaki, malattie 
autoimmuni, tumori, stati asplenici, chirurgia. Un piccolo numero di bambini invece presenta 
una trombocitosi primaria: è stato valutato che la TE incida nella popolazione pediatrica per 
0,09 casi/anno (12) il che significa che la TE in età pediatrica è circa 60 volte meno comune 
che negli adulti (61). La TE è tra le MPN quella che più frequentemente coinvolge pazienti 
giovani (62,63,64): è infatti diagnosticata nel 20% circa dei casi in persone sotto i 40 anni 
(61).  
Le mutazioni geniche acquisite (JAK2 o MPL) sono riconoscibili in una minoranza di 
bambini con trombocitosi o eritrocitosi e perciò i criteri WHO (22) attualmente in uso per la 
diagnosi di ET o PV nell’adulto sembrano non essere i migliori per i bambini.  
Nel complesso, le eritrocitosi e le trombocitosi pediatriche sembra debbano essere 
considerate delle malattie eterogenee che possono interessare una o più linee cellulari. Un 
certo numero di casi che sembrano affetti da forme sporadiche di ET e PV (65,54) in realtà 
appartengono a famiglie con altri individui affetti da MPN. Identificare con precisione i 
bambini sicuramente affetti da MPN e non da forme secondarie o familiari è molto importante 
poiché queste malattie, e la ET in particolare, sono malattie croniche con una lunga spettanza 
di vita. L’uso prolungato di farmaci citoriduttivi richiesto nelle forme di MPN notoriamente 
incide sulla prognosi e la sopravvivenza nei casi degli adulti. Pertanto è indispensabile nei 
bambini pesare adeguatamente la necessità di questi trattamenti che potrebbero determinare 
nel corso degli anni gravi effetti collaterali non solo ad esempio sulla fertilità ma anche sulla 
spettanza stessa di vita.  
 
6.1 ERITROCITOSI 
Tra gli oltre 50 casi di eritrocitosi riportati nel presente studio, solo una ragazza di 17 
anni portava la mutazione JAK2V617F con un burden allelico di 45%. Nessuno dei bambini 
studiati aveva mutazioni a carico dell’esone 12 di JAK2. 
Oggi si ritiene che virtualmente tutti i pazienti affetti da policitemia vera siano portatori di 
mutazioni a carico di JAK2, mentre l’incidenza tra i bambini eritrocitosici da noi studiati, è 
stata del 2%. Sembra evidente che, nei bambini che presentano ematocriti elevati, sia 
opportuno ricercare cause diverse dalla policitemia vera, dato che la frequenza della malattia è 
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molto bassa. Nel 2003 Ruggeri et al (66) hanno osservato, in una provincia confinante con la 
nostra, come tra le 88 persone che esibivano ematocriti elevati tra oltre 9000 soggetti indagati, 
3 (3.4%) si siano rivelate affette da PV. Sembra dunque che il riscontro di elevati livelli di 
emoglobina o ematocrito sia da attribuirsi a PV nei bambini meno ancora che negli adulti. Il 
riscontro di un solo caso di PV pediatrica, non ci consente di trarre conclusioni in relazione al 
burden allelico dei bambini con PV. E’ già stato comunque segnalato che i rari bambini con 
PV presentano burden allelici minori degli adulti ma e significativamente superiori ai bambini 
con ET (67).  
Tra i nostri pazienti, non sono state trovate mutazioni dell’esone 12 di JAK2: è peraltro 
noto che queste mutazioni interessano pazienti con eritrocitosi di età più avanzata dei casi con 
la classica mutazione JAK2V617F (26).  
La ricerca delle colonie eritroidi spontanee è considerata tra i criteri diagnostici minori 
per la PV proposti dal WHO 2008 (22). Infatti, talvolta pazienti con livelli di emoglobina e/o 
ematocrito normali o border-line, esibiscono caratteristiche cliniche suggestive di policitemia: 
questi pazienti potrebbero essere in fase pre-policitemica o come definiscono gli autori 
americani, in latent-PV. La ricerca delle EEC spontanee risulta positiva in circa il 60% dei 
casi di policitemia vera (68). Va però considerato che la ricerca delle EEC spontanee è un test 
costoso e richiede personale molto specializzato, anche per la difficile interpretazione dei 
risultati. Per tutti questi motivi il test è scarsamente applicabile alla pratica clinica, viene 
effettuato in pochi centri ed è raramente disponibile nei laboratori di diagnostica.  
Lo studio delle EEC nei nostri bambini con eritrocitosi ha permesso di documentare la 
positività del test nella ragazza con mutazione JAK2V617F: la letteratura evidenza che oltre il 
90% dei casi di PV con mutazioni di JAK2 sviluppano EEC spontanee (69), e tale fenomeno è 
particolarmente frequente tra i pazienti con elevati burden allelici. Anche un ragazzo con 
elevati livelli di ematocrito (54.5%) ed emoglobina (170g/L) almeno dall’età di 10 anni, è 
risultato positivo per la produzione di EEC spontanee. Le EEC crescono spontaneamente nel 
7% dei casi di PV che non portano né mutazione JAK2V617F né mutazioni a carico 
dell’esone 12 (69) e questo ragazzo potrebbe rientrare in questa categoria. Questo paziente 
non aveva parenti con problemi simili ai suoi e quindi pare sia possibile escludere una forma 
familiare. Dato che i suoi livelli di EPO sierica erano nella norma (12 U/L) abbiamo 
comunque cercato mutazioni a carico dei geni noti per associarsi ad eritrocitosi (EPO-R e geni 
dell’oxigen sensing pathway) ma non abbiamo trovato al momento spiegazione biologica del 
fenomeno che abbiamo osservato.  
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La valutazione di alcune mutazioni geniche note per poter indurre eritrocitosi in casi di 
forme familiari ci ha permesso di trovare 3 mutazioni tra i nostri pazienti pediatrici con 
eritrocitosi. Nei bambini in cui sono state riconosciute le mutazioni eterozigoti di VHL 
abbiamo potuto documentare come non si trattassero di forme sporadiche, dato che alcuni 
familiari si sono rivelati portatori delle stesse alterazioni geniche. Va però sottolineato che i 
parenti di due dei nostri propositi portatori della mutazione non presentavano segni clinici o di 
laboratorio suggestivi di eritrocitosi (57): mentre in ciascuno di questi casi il probando ha una 
eritrocitosi congenita, i loro parenti, pur portatori della stessa mutazione, non mostrano alcun 
segno di policitemia. Quindi riteniamo che la mutazione di per sé non correli con il fenotipo 
dei propositi e il meccanismo molecolare dell’eritrocitosi in questi pazienti deve essere ancora 
chiarito. Entrambi i propositi portano un polimorfismo noto di HIF2α che non sembra 
determinare alterazioni della serie rossa. Recentemente, è stato segnalato che in pazienti con 
Chuvash polycythemia da mutazione omozigote di VHL sono presenti basse concentrazioni di 
Hb glicosilata (HbA1c), spia di un controllo più stretto del metabolismo del glucosio in questi 
pazienti rispetto ai normali in cui si può ipotizzare un ruolo di HIF. E’ noto infatti che 
l’ipossia tramite l’aumentata espressione di HIF regola praticamente tutti gli enzimi coinvolti 
nel metabolismo del glicogeno (70). Non si può escludere che il polimorfismo di HIF in 
questi casi favorisca l’incremento di glucosio. 
Nel terzo caso la mutazione nel gene VHL è presente nel proposito con eritrocitosi allo stato 
di omozigosi, che notoriamente si associa ad un quadro clinico come quello esibito dal nostro 
paziente (71, 72) noto come Chuvash-polycythemia. Un fratello porta la stessa mutazione in 
eterozigosi e non ha alterazioni ematologiche, così come recentemente confermato da altri 
(73).  
In nessuno dei casi da noi valutati è stata trovata alcuna mutazione a carico dei geni HIF2α, 
PHD2 ed EPOR. 
 
6.2 TROMBOCITOSI 
Negli ultimi anni, in particolare dopo la scoperta della mutazione JAK2V617F, si è 
acceso l’interesse dei ricercatori non solo sulla trombocitemia dell’adulto ma anche sulla più 
rara forma pediatrica e i Pediatri si sono subito resi conto di quanto sia spesso complesso 
chiarire se un bambino con elevato numero di piastrine debba essere avviato a diagnostica per 
la TE o meno. Infatti, non sono rari casi di bambini che presentano piastrinosi anche superiori 
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al milione di elementi che potrebbero essere giustificate da frequenti episodi infiammatori, per 
esempio a carico delle alte vie aeree.  
Da un punto di vista clinico, i bambini con TE sembrano correre minori rischi trombotici di 
quanto avviene negli adulti e anche le complicanze emorragiche sono poco frequenti e 
comunque di scarso significato (74). 
Nei primi casi pubblicati di presunta TE sporadica pediatrica, non sono state osservate 
alterazioni citogenetiche o crescita spontanea di EEC (75) nè mutazioni di TPO o MPL (76).  
Dopo il 2005, si è osservato che  nelle TE dei bambini la mutazione JAK2V617F è più rara 
che negli adulti: mentre negli adulti la mutazione è stimata essere presente in circa il 55-60% 
dei casi (77), nei bambini la mutazione si trova nel 20-35% dei pazienti (41,42,43,44,45) e 
solo in due casi positivi per questa mutazione sono stati osservati eventi trombotici maggiori.  
Nei casi pediatrici è invece relativamente frequente trovarsi di fronte a casi familiari: questi 
hanno mutazioni germinali a carico di MPL (78) ed in una famiglia è stato descritto anche una 
mutazione del gene di TPO (79). E’ opportuno sottolineare come anche i casi di 
trombocitemia familiare non sono esenti da rischio trombotico (80).  
Tra le quasi 100 sospette trombocitemie pediatriche che abbiamo studiato, abbiamo 
trovato la mutazione JAK2V617F solo nell’11% dei casi. La frequenza di complicanze 
trombotiche è molto bassa in letteratura (80) come d’altra parte tra i casi da noi studiati: 
abbiamo osservato solo una trombosi delle vene sovraepatiche (sindrome di Budd Chiari) e 
una trombosi dei seni venosi cerebrali, ambedue in casi portatori di mutazione JAK2V617F. 
Lo studio del gene MPL ci ha permesso di riconoscere il primo caso pediatrico con 
una mutazione somatica a carico di questo gene (81); infatti in letteratura non sono mai stati 
precedentemente descritti casi di bambini con mutazioni MPL, anzi è stata dimostrata 
un’associazione tra la presenza di mutazioni in questo gene e l’età avanzata dei pazienti (82). 
Nell’insieme, dunque, una mutazione clonale è stata riconosciuta in 12 pazienti e 
proprio in questo gruppo abbiamo trovato gli unici due casi complicati da eventi trombotici. 
Sembrerebbe dunque che, come negli adulti (83), il rischio trombotico sia maggiore nei casi 
di ET portatori di patologica clonale, anche se al momento non possiamo escludere che si 
tratti di una associazione casuale. 
Per quanto concerne la mutazione germinale MPLS505N, osservata in una bambina, si 
tratta di una forma familiare: la stessa mutazione è presente anche nella madre e nel nonno e 
la mamma presenta un elevato numero di piastrine. Questa famiglia proviene dalla provincia 
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di Frosinone, ed appartiene quindi allo stesso cluster già descritto da altri autori (84) che già 
hanno dimostrato un effetto fondatore (84).  
 
6.3 ERG 
La letteratura riporta l’importanza del gene ERG nell’emopoiesi e soprattutto nella 
megacariocitopoiesi. La megacariocitopoiesi è regolata da una complessa interazione di fattori 
di trascrizione, tra cui le proteine ETS. ERG è un membro della famiglia dei fattori di 
trascrizione ETS. 
Molti promotori megacariocito-specifici contengono delle sequenze consenso per il legame 
con le proteine della famiglia ETS, suggerendo un ruolo di queste proteine nella promozione 
della differenziazione dei megacariociti (47).  
Il gene ERG è normalmente espresso nelle cellule emopoietiche CD34+, nei megacariociti 
normali, nelle piastrine e nei megacariociti leucemici, mentre la sua espressione risulta essere 
assente negli eritroblasti normali e leucemici (47). 
ERG è un oncogene implicato in vari tipi di neoplasie, compresi il carcinoma prostatico , il 
carcinoma mammario, il sarcoma di Ewing e le leucemie negli adulti (47).  
Elevati livelli di espressione di ERG sono stati osservati in pazienti con leucemia mieloide 
acuta con cariotipo complesso ed anomalie nel cromosoma 21 (47). 
Nei nostri bambini con sospetta malattia mieloproliferativa, abbiamo valutato 
l’espressione di ERG per vedere se esiste un ruolo per tale proteina nella patogenesi di queste 
forme. 
Tra i casi pediatrici di eritrocitosi, abbiamo osservato dati significativi di espressione 
di ERG che è stata molto eterogenea: valori elevati si sono osservati solo in 4 pazienti su 19 
analizzati. Non è stata dimostrata neppure alcuna correlazione tra l’espressione di ERG e i 
livelli di emoglobina o il numero di globuli rossi. Uno dei casi con elevata espressione di 
ERG è uno dei due ragazzi che presenta la mutazione del gene VHL (Gly144Arg), mentre 
negli altri tre pazienti non è stata riconosciuta la causa di eritrocitosi.  
Tra i nostri bambini affetti da trombocitosi quasi il 50% ha presentato overespressione 
di ERG, contrariamente a quanto trovato negli adulti con TE. Non è stata trovata alcuna 
correlazione tra l’espressione di ERG e il numero di piastrine, mentre l’overespressione di 
ERG è presente nel 57% dei pazienti con leucocitosi superiore a 10x10
9
/L e nel 75% dei 
pazienti positivi per la mutazione di JAK2V617F. Tuttavia, non abbiamo potuto dimostrate 
una differenza statistica per il basso numero di casi valutati. 
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Comparando l’espressione di ERG nei pazienti portatori di mutazione JAK2V617F con quella 
dei casi Wild Type, non abbiamo trovato differenze significative. Tuttavia, l’overespressione 
sembra più comune nei casi mutati. In particolare,  i due casi mutati con complicanze 
trombotiche maggiori overesprimono ERG ad alti livelli. Al contrario, l’unico caso con 
mutazione MPLW515L ha una scarsissima espressione di ERG. 
 
6.4 TELOMERI  
I telomeri sono specifiche sequenze nucleotidiche non codificanti situate alle estremità 
dei cromosomi eucariotici e necessarie per la replicazione completa e la stabilità del 
cromosoma stesso.  
I telomeri si accorciano fisiologicamente di 50-100 paia di basi ad ogni ciclo di divisione 
cellulare; la lunghezza del telomero riflette quindi la storia replicativa di una cellula. 
In generale è stata osservata in molte neoplasie, ematologiche e non, una marcata riduzione 
della lunghezza del telomero suggerendo una possibile influenza tra la lunghezza del telomero 
stesso e lo sviluppo di neoplasie. È stato infatti dimostrato che il grado di accorciamento dei 
telomeri è strettamente connesso con lo stadio della malattia. 
La riduzione di lunghezza dei telomeri è stata anche descritta nelle patologia mieloidi sia 
acute che croniche. Poco invece si sa relativamente ai telomeri e alle MPNs Ph-negative. 
I pochi lavori pubblicati suggeriscono che i pazienti con PV e TE sia JAK2V617F-positiva 
che negativa presentano una ridotta lunghezza del telomero se comparati con volontari sani 
rappresentativi della popolazione generale della stessa età (52,53). 
Recentemente, autori italiani (53) hanno documentato che la riduzione di lunghezza del 
telomero correla significativamente con la presenza di mutazione JAK2V617F ed in 
particolare con il suo stato omozigote. 
Alla luce di tali osservazioni, abbiamo voluto valutare anche nei casi pediatrici di MPN la 
lunghezza del telomero. Questo aspetto è stato studiato in collaborazione con il centro di 
Biotecnologie Molecolari dell’Università di Torino  
Non sorprendentemente abbiamo osservato che i nostri bambini hanno telomeri più lunghi 
degli adulti anche comparandoli per tipo di situazione clinico-patologica. Il progressivo 
accorciamento delle sequenze telomeriche correlato con l’età, è noto per i normali (85) come 
per le diverse condizioni patologiche (86,87,88,89).  
Purtroppo non abbiamo potuto documentare una differenza statisticamente significativa nella 
lunghezza dei telomeri di bambini con MPN comparati con altre condizioni non clonali. La 
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tendenza però a questa differenza, ci fa pensare che incrementando la casistica si possano 
raggiungere valori significativi. 
La relazione tra mutazione JAK2V617F e l’accorciamento dei telomeri è stata osservata in 
pazienti adulti con MPN (52, 53) e correla inversamente con l’allele burden.  
Infatti i pazienti omozigoti per la mutazione hanno telomeri più brevi, non solo rispetto alla 
popolazione sana di controllo, ma anche rispetto ai pazienti JAK2V617F-positivi con burden 
allelici minori.  
Nel nostro studio, la scarsità di pazienti portatori di mutazione JAK2V617F non ci ha 
permesso considerazioni in tal senso. 
Tuttavia, 2 su 3 pazienti con mutazione hanno telomeri corti, nel più basso percentile di 
lunghezze. 
I nostri dati sembrano suggerire che l’alto grado di proliferazione del clone MPN riduce la 
lunghezza del telomero e suggerirebbe la possibilità che l’accorciamento del telomero sia 
indicativo di instabilità progressiva genomica durante la progressione della malattia. 
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7. CONCLUSIONI 
In presenza di un prolungato incremento dell’ematocrito o del numero di piastrine in 
un bambino in cui non si riesca a riconoscere una causa precisa del problema, i nostri dati 
suggeriscono che la probabilità di trovarsi davanti ad una forma mieloproliferativa siano 
basse. 
Sia l’eritrocitosi che la trombocitosi appaiono avere eziologia molto eterogenea e la 
variabilità dei dati rende impossibile definire una prognosi in questi bambini, e quindi non 
esistono principi chiari su cui basare le scelte terapeutiche più opportune ed efficaci. 
Il raro riscontro di marcatori di clonalità suggerisce che le forme certamente di origine 
mieloproliferativa siano poche e rende difficile escludere in molti casi una eziologia  
secondaria/reattiva (ad esempio uno stato infiammativo cronico).  
Benchè ci rendiamo conto che questa valutazione sia assai poco precisa, mutuando quanto 
noto nell’adulto, probabilmente solo una ventina dei casi di trombocitosi potrebbe realmente 
essere una MPN. Infatti abbiamo incontrato 11 bambini trombocitosici mutati che dovrebbero 
rappresentare circa il 50-60% dei casi di TE. Il restante 80% è probabile abbia una piastrinosi 
di altra origine. 
La ricerca di mutazioni di geni noti per sostenere eritrocitosi (JAK2 esone 12) o 
trombocitosi (MPL) sporadiche nell’adulto ha dato risultati scarni nei nostri bambini. 
Tuttavia, abbiamo potuto riconoscere il primo caso di mutazione acquisita di MPL in 
età pediatrica. 
Lo studio delle mutazioni genetiche tipiche di famiglie con eritrocitosi ci ha permesso 
di trovare, in parte a conferma di quanto già noto, bambini portatori di mutazioni di VHL ma 
non abbiamo riconosciuto altre forme, peraltro più rare. 
La mutazione MPL germinale di una bambina ha permesso di chiarire l’eziopatogenesi 
della trombocitosi anche della madre e di confermare l’esistenza di un cluster genico nell’area 
laziale 
Lo studio dell’espressione di ERG suggerisce una possibile correlazione tra 
overespressione di ERG e presenza della mutazione JAK2V617F nei casi di TE, anche se tale 
riscontro necessita di comparazione con gli adulti e di essere confermato. 
La lunghezza dei telomeri nei bambini con ET e PV non sembra utile a chiarire le 
condizioni biologiche di questi pazienti. 
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Certamente, sarà necessario che anche nei bambini si eseguano biopsie ossee, che oggi 
sono un criterio diagnostico maggiore per la ET (37) e che invece in età pediatrica sin qui non 
sono state adeguatamente eseguite o valutate. 
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